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NMR   kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance) 
 δ  chemische Verschiebung 
 d  Dublett 
 m  Multiplett 
 qd  Quadruplett, Quartett 
 qt  Quintuplett, Quintett 
 s  Singulett 
 t  Triplett 
OD   optische Dichte (optical density) 
p.a.   pro analysis 
PBS   Phosphatpuffer (phosphate buffered saline) 
PCP   [2.2]-para-Cyclophan 
PE   Polyethylen 
PEG   Polyethylenglykol 
PEI   Polyethylenimin 
PFBA   Pentafluorbenzaldehyd 
pI   isoelektrischer Punkt 
ppm   parts per million 
PPX   Poly-para-xylylen 
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Rq   Parameter der Oberflächenrauhigkeit, Standardabweichung der z-Werte 
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sccm   Standardkubikzentimeter (standard cubic centimetre) 
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TMS   Tetramethylsilan 
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UV   ultraviolett 
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VIII Zusammenfassung 
 
Zusammenfassung 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Modifizierung von Glas- und Titanoberflächen 
mit dem Ziel der Verbesserung ihrer Biokompatibilität. Der jeweiligen Applikation des Bio-
materials entsprechend wurden unterschiedliche Strategien zur Steuerung der Wechselwirkun-
gen mit dem biologischen System am Einsatzort verfolgt. 
Bei Glasbauteilen, die in biomedizinischen Sensoren eingesetzt werden, kann die Sensitivität 
durch unspezifische Anlagerung von biologischen Molekülen oder Zellen eingeschränkt werden. 
Beim Einsatz von Glasfasern kann die Signalübertragung durch Biofilmbildung beeinträchtigt 
werden. Daher zielte die Oberflächenmodifizierung des Glases auf eine Minimierung der Wech-
selwirkungen mit biologischen Flüssigkeiten oder Gewebe. 
Biomaterialien auf Titanbasis werden überwiegend als Langzeitimplantate in der Orthopädie und 
Odontologie eingesetzt. Bei diesen Anwendungen ist eine starke Wechselwirkung mit dem 
umliegenden Gewebe erwünscht und soll durch Oberflächenmodifizierung in Richtung der Aus-
bildung eines festen Verbundes zwischen Implantat und Knochen gelenkt werden. 
 
 
Minimierung der Proteinadsorption und Zelladhäsion an Glasoberflächen 
 
Die Immobilisierung von hydrophilen Polymeren stellt eine verbreitete Strategie zur Minimie-
rung der unspezifischen Proteinadsorption und unkontrollierten Adhäsion von Zellen an Bioma-
terialoberflächen dar. Im ersten Teil der Arbeit wurden Probenkörper aus Glas mit einem me-
thoxyliertem Polyethylenglykol mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 5.000 (M-PEG) 
und mit einem carboxymethyliertem Dextran mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 
67.300 (CMD) ausgerüstet. 
Für die Kopplung von M-PEG und CMD wurden an der Glasoberfläche Aminogruppen erzeugt. 
Die Funktionalisierung erfolgte einerseits durch Silanisierung mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
(APTES) und andererseits durch Tauchbeschichtung mit Polyethylenimin (PEI), wobei durch die 
PEI-Beschichtung eine höhere Aminogruppendichte erzeugt werden sollte als in dem Poly-
siloxannetzwerk des silanisierten Glases. 
Die Immobilisierung des M-PEG wurde auf zwei unterschiedliche Arten durchgeführt. Zum 
einen wurde ein aldehydterminiertes M-PEG (M-PEG-Ald) durch reduktive Aminierung mit 
Natriumcyanoborhydrid an die aminofunktionalisierten Glasträger gekoppelt. Zur Erzielung 
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hoher Kopplungsdichten wurde die Reaktion bei verminderter Löslichkeit des M-PEG unter 
cloud point Bedingungen (60°C und hohe Salzkonzentration) durchgeführt. Zum anderen wurde 
ein Silanisierungsreagenz eingesetzt, welches das M-PEG bereits enthält und die Immobilisie-
rung in einem einzigen Reaktionsschritt ermöglicht. Dieses M-PEG-Silan wurde aus M-PEG 
und 3-Isocyanatopropyl-triethoxysilan synthetisiert und durch Kernmagnetische Resonanz 
(NMR) Spektroskopie und Matrix-unterstützte Laser-Desorptions-/Ionisations-Flugzeit-Massen-
spektrometrie (MALDI-TOF-MS) identifiziert. 
Die Immobilisierung des CMD erfolgte mit Hilfe des homobifunktionellen Kopplungsreagenzes 
Hexamethylendiisocyanat (HDI) an mit APTES aminofunktionalisiertem Glas. 
 
Die modifizierten Glasproben wurden hinsichtlich typischer oberflächenspezifischer Eigen-
schaften wie Benetzbarkeit, Elementzusammensetzung und Topographie untersucht. Die Cha-
rakterisierung erfolgte durch oberflächensensitive Analysemethoden (statische Messung des 
Kontaktwinkels mit Wasser, Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) und Rasterkraftmi-
kroskopie (AFM)). 
Die Funktionalisierung des sehr stark hydrophilen Glases mit APTES und PEI konnte anhand 
der Zunahme des Kontaktwinkels von 11 auf 55 bzw. 49° verfolgt werden. Nach der M-PEG- 
bzw. CMD-Kopplung zeigten die Glasoberflächen wiederum eine starke Hydrophilie mit 
Kontaktwinkeln von 28 bis 34°. 
Die chemische Zusammensetzung der äußersten Oberflächenbereiche mittels XPS diente als 
Beweis für die erfolgte Modifizierung des Glases. Die Funktionalisierung mit Aminogruppen 
wurde anhand der Einführung von Stickstoff nach der Silanisierung mit APTES bzw. nach der 
PEI-Beschichtung bestätigt. Infolge der M-PEG- und CMD-Kopplung wurden erwartungsgemäß 
höhere Kohlenstoff- und geringere Siliciumanteile gemessen. Der Vergleich der Intensitäten des 
für PEG charakteristischen Peaks des einfach an Sauerstoff gebundenen Kohlenstoffs in den 
hochaufgelösten C1s-Spektren ließ auf eine Steigerung der Kopplungsdichte vom mit APTES 
silanisierten über das mit PEI beschichtete zum mit M-PEG-Silan modifizierten Glas hin 
schließen. CMD wurde anhand der Peaks des Kohlenstoffs in Hydroxyl-, Acetal- und Carboxyl-
gruppen nachgewiesen. 
Beim Vergleich der AFM-Aufnahmen wurden bei einigen modifizierten Glasoberflächen Ver-
änderungen in der Topographie ersichtlich. Im Gegensatz zu der äußerst glatten, unmodifizierten 
Glasoberfläche zeigten die mit PEI sowie die mit M-PEG und mit CMD modifizierten 
Glasproben eine unterschiedlich stark ausgeprägte, unregelmäßige Anordnung aus einzelnen 
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Erhebungen mit Rauhigkeitswerten Rq zwischen 0,8 und 13,9 nm. Lediglich die mit APTES 
silanisierte und die mit M-PEG-Silan beschichtete Glasoberfläche zeichneten sich durch die 
Abwesenheit derartiger Strukturen und durch eine geringe, dem unmodifiziertem Glas vergleich-
bare Rauhigkeit von 0,4 nm aus. 
 
Zur Bewertung der proteinabweisenden Wirkung der modifizierten Glasoberflächen wurde die 
Adsorption von Fibrinogen, Fibronektin und Insulin durch radioaktive Markierung und mittels 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) bestimmt. Hierbei zeigten die beiden großen 
Proteine ein vergleichbares Adsorptionsverhalten, während das kleinere Insulin deutlich davon 
abwich. Fibrinogen und Fibronektin erwiesen sich als oberflächenaktive Proteine, die an hydro-
philem Glas ähnlich stark adsorbieren wie an hydrophoberem, funktionalisiertem Glas und an 
dem Referenzmaterial Gewebekulturpolystyrol (TCPS). Durch die Immobilisierung von M-PEG 
und CMD wurde eine deutliche Verminderung der Proteinadsorption erzielt, die stärkste protein-
abweisende Wirkung wurde für beide Proteine bei mit M-PEG-Silan modifiziertem Glas beob-
achtet. 
Die Adsorption von Insulin war aufgrund der kleineren Molekülgröße durchgehend geringer als 
die der großen Proteine. Ein weiterer Unterschied bestand in der geringen Adsorptionsneigung 
des Insulins an hydrophilem, unmodifiziertem Glas im Vergleich zu hydrophoberem, mit 
APTES bzw. PEI funktionalisiertem Glas und zur Referenz TCPS. Während an mit APTES sila-
nisiertem Glas durch M-PEG- oder CMD-Kopplung keine signifikante Verminderung der Insu-
linadsorption bewirkt wurde, führte die höhere PEG-Kopplungsdichte an mit PEI beschichtetem 
und mit M-PEG-Silan modifiziertem Glas zu einer effektiven Verhinderung der Insulinablage-
rung. 
Diese Ergebnisse wurden durch surface-MALDI-TOF massenspektrometrische Untersuchung 
von adsorbierten Insulin bestätigt. An sehr hydrophilem, gereinigtem Glas, an mit PEI und M-
PEG beschichtetem sowie an mit M-PEG-Silan modifiziertem Glas konnte mit dieser Methode 
kein Insulin detektiert werden. An allen anderen untersuchten Oberflächen wurde adsorbiertes 
Insulin nachgewiesen. 
 
Über die proteinabweisende Wirkung hinaus wurde die Adhäsion von Thrombozyten und 
Fibroblasten an den modifizierten Glasoberflächen untersucht. An unmodifiziertem und an mit 
APTES bzw. PEI funktionalisiertem Glas adhärierten ähnlich viele Thrombozyten und Fibro-
blasten wie an den jeweiligen Negativkontrollen. Die Immobilisierung von M-PEG und CMD 
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führte zu einer deutlichen Reduktion der Zellzahl. Die Morphologie der wenigen adhärierenden 
Zellen wich stark von der auf den Negativkontrollen und auf unbehandeltem Glas ab und ließ 
auf eine deutlich geringere Aktivierung der Thrombozyten bzw. der Fibroblasten schließen. Am 
stärksten war dieser Effekt bei mit PEI und M-PEG beschichtetem und bei mit M-PEG-Silan 
modifiziertem Glas ausgeprägt. 
 
 
Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen 
 
In der Biomaterialforschung werden zwei Ansätze zur Steuerung der Osteointegration von 
orthopädischen und odontologischen Metallimplantaten verfolgt: Einstellung bestimmter Ober-
flächenstrukturen und chemische/biochemische Oberflächenmodifizierung. Im zweiten Teil 
dieser Arbeit wurden Probenkörper aus der in der Orthopädie und der Odontologie verbreiteten 
Titanlegierung Ti6Al4V mit bioaktiven Substanzen ausgerüstet, um die Adhäsion von Knochen-
zellen zu fördern und deren Wachstum zu stimulieren. Als bioaktive Substanzen wurden der 
Zelladhäsionsmediator Fibronektin, das Pentapeptid GRGDS und der Wachstumsfaktor bone 
morphogenetic protein 2 (BMP-2) ausgewählt. Für eine dauerhafte und feste Verbindung 
zwischen der Titanoberfläche und dem Knochengewebe ist eine kovalente Kopplung der 
Wirkstoffe unerlässlich. 
 
Für die kovalente Immobilisierung der Wirkstoffe mussten zunächst funktionelle Gruppen an 
der Titanoberfläche erzeugt werden. Dazu wurden zwei unterschiedliche Verfahren eingesetzt. 
Durch chemical vapour deposition (CVD) Polymerisation von aminosubstituierten [2.2]-para-
Cyclophanen (PCP) wurden aminofunktionelle Polymerfilme aus Poly-para-xylylen (PPX) 
abgeschieden. Die Synthese von aminosubstituierten PCP erfolgte in einer zweistufigen Reak-
tion bestehend aus aromatischer Nitrierung und anschließender katalytischen Hydrierung der 
Nitrogruppen. Als Produkte wurden 4-Amino-[2.2]-para-cyclophan (A-PCP) und drei verschie-
dene Diamino-[2.2]-para-cyclophan (DA-PCP) Isomere erhalten, die durch IR-Spektroskopie, 
Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie identifiziert wurden. 
Die CVD-Polymerisation der verschiedenen aminosubstituierten PCP auf den Titanproben 
führte zu gut haftenden Polymerfilmen, die durch statische Kontaktwinkelmessungen, IR-
Spektroskopie und XPS analysiert wurden. Der Kontaktwinkel mit Wasser der aus A-PCP und 
DA-PCP hergestellten Polymerbeschichtungen war vergleichbar und lag mit ca. 82° deutlich 
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oberhalb des Wertes des stark hydrophilen Titans von 20°. Anhand der charakteristischen 
Banden der C-N und der N-H Schwingungen in den IR-Spektren der aus A-PCP und DA-PCP 
erzeugten Polymerfilme konnten die enthaltenen Aminogruppen nachgewiesen werden. Die 
durch XPS ermittelte Elementzusammensetzung des aus A-PCP synthetisierten Polymeren 
stimmte mit der theoretischen Zusammensetzung von Polyamino-para-xylylen-co-para-xylylen 
(A-PPX) gut überein. Die durch CVD-Polymerisation von DA-PCP erzeugten Polymere wiesen 
jedoch nicht die berechnete chemische Zusammensetzung des erwarteten Polyamino-para-
xylylen (DA-PPX) auf. Sie zeichneten sich durch einen dem A-PPX vergleichbaren Stickstoff-
gehalt und durch einen relativ hohen Sauerstoffgehalt aus. Zum Vergleich der Menge an reak-
tiven Aminogruppen in den aus A-PCP und DA-PCP hergestellten Polymerfilmen wurden diese 
mit Pentafluorbenzaldehyd (PFBA) umgesetzt und der Fluorgehalt als Indikator für die deriva-
tisierten Aminogruppen durch XPS bestimmt. Der ermittelte Fluorgehalt war in den verschie-
denen Polymeren beinahe identisch und ließ auf eine vergleichbare Anzahl an reaktiven Amino-
gruppen schließen. 
In dem zweiten Verfahren zur Funktionalisierung des Titans wurde in Analogie zum Glas die 
Oberfläche mit dem Silanisierungsreagenz APTES umgesetzt und ein Aminogruppen enthalten-
des Polysiloxannetzwerk erzeugt. Das silanisierte Titan zeigte aufgrund der eingeführten un-
polaren Propylgruppen mit einem Kontaktwinkel von 59° eine geringere Hydrophilie als das 
unmodifizierte Metall. Die durch XPS ermittelten Veränderungen in der Elementzusammen-
setzung wurden als Beweis für die Oberflächenmodifizierung herangezogen. So wurden nach 
der Silanisierung ein höherer Kohlenstoffgehalt und niedrigere Titan- und Sauerstoffanteile 
gemessen. Als zusätzliche Elemente wurden mit dem Silanisierungsreagenz Stickstoff und 
Silicium eingeführt. 
 
Die Immobilisierung der bioaktiven Substanzen wurde mit dem homobifunktionellen Kopp-
lungsreagenz HDI durchgeführt. Hierbei wurde in einem ersten Schritt die eine Isocyanatgruppe 
des HDI mit einer Aminogruppe der funktionalisierten Titanoberfläche umgesetzt (Aktivierung 
der Oberflächenaminogruppen). In einem zweiten Schritt, der eigentlichen Immobilisierungs-
reaktion, erfolgte die Reaktion der anderen Isocyanatgruppe mit einer primären Aminogruppen 
des Proteins bzw. des Peptids. 
 
Da die Oberflächenstruktur eine wichtige Einflussgröße bei der Zelladhäsion und Proliferation 
darstellt, wurde die Topographie der unmodifizierten und modifizierten Titanoberflächen mittels 
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AFM untersucht. In der Größenordnung der analysierten Probenausschnitte wurden weder 
infolge der Funktionalisierung mit aminofunktionellen PPX und APTES noch nach der 
Immobilisierung der Wirkstoffe Veränderungen in der Oberflächenstruktur beobachtet. Der 
Rauhigkeitswert Rq betrug bei allen untersuchten Titanoberflächen ca. 400 nm. Eine auf Struk-
turänderungen beruhende Zellreaktion konnte daher ausgeschlossen werden. 
 
Die gebundenen Mengen des Fibronektins wurden durch radioaktive Markierung bestimmt. 
Während an unmodifiziertem Titan ca. 100 ng/cm² Fibronektin adsorbierten, wurden an den mit 
aminofunktionellen PPX und mit APTES funktionalisierten Oberflächen ca. 200 ng/cm² Fibro-
nektin adsorptiv gebunden. Nach der HDI-Aktivierung betrug die immobilisierte Fibronektin-
menge an allen funktionalisierten Titanoberflächen ca. 250 ng/cm². Darüber hinaus wurden die 
gebundenen Fibronektinmengen immunologisch mittels ELISA untersucht. Hierbei ergab sich 
trotz unterschiedlicher Oberflächenkonzentrationen an allen untersuchten Titanoberflächen eine 
vergleichbare Menge an immunologisch nachweisbarem Fibronektin. 
Das gebundene RGD-Peptid wurde ebenfalls durch radioaktive Markierung quantifiziert. Auf-
grund der sehr geringen Molekülgröße waren die an unmodifizierten und an mit amino-
funktionellen PPX und mit APTES funktionalisierten Titanoberflächen adsorbierten Mengen mit 
6 bis 14 ng/cm² viel geringer als beim Fibronektin. Erst nach der Aktivierung mit HDI wurden 
Konzentrationen von ca. 140 ng/cm² an den mit aminofunktionellen PPX beschichteten Titan-
oberflächen und 82 ng/cm² an mit APTES silanisiertem Titan gemessen. Sowohl die adsorptiv 
gebundenen als auch die mit HDI immobilisierten Mengen des RGD-Peptids überschritten die 
für die Steigerung der Adhäsion von Osteoblasten mindestens erforderliche Oberflächenkon-
zentration von 0,4 ng/cm². 
Der Beweis der kovalenten Bindung zwischen dem Wachstumsfaktor BMP-2 und dem funk-
tionalisierten Titan wurde durch die Kombination von XPS und surface-MALDI-TOF-MS 
erbracht. Anhand der durch XPS ermittelten Veränderungen der Elementzusammensetzung 
wurde die Anwesenheit des Proteins sowohl an den nicht aktivierten als auch an den mit HDI 
aktivierten, funktionalisierten Titanoberflächen qualitativ nachgewiesen. Dazu konnten insbe-
sondere der gesteigerte Stickstoffgehalt und der für Proteine charakteristische, stickstoffgebun-
dene Carbonylkohlenstoff in den hochaufgelösten C1s-Spektren herangezogen werden. Der 
Einsatz der oberflächensensitiven surface-MALDI-TOF-MS ermöglichte die Differenzierung 
zwischen adsorptiv und kovalent gebundenem Wirkstoff, da das adsorptiv gebundene BMP-2 
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von der Oberfläche desorbiert und im MALDI-TOF-Massenspektrometer detektiert wurde, 
während kovalent gebundener Wirkstoff nicht detektiert wurde. 
 
Eine Bewertung der kurzfristigen biologischen Reaktion auf die Oberflächenmodifizierungen 
erfolgte durch in vitro Biokompatibilitätstests mit primären, humanen Osteoblasten. Nach 24 h 
Inkubation wurden die Vitalität, die Morphologie und die Proliferation der Knochenzellen auf 
unmodifiziertem Titan, auf mit A-PPX beschichtetem Titan und auf mit A-PPX beschichtetem 
Titan, an dem der jeweilige Wirkstoff entweder adsorptiv oder mit HDI kovalent immobilisiert 
worden war, bestimmt. Keine der untersuchten Titanoberflächen übte einen toxischen Effekt auf 
die Osteoblasten aus. Während die Zellen auf unmodifiziertem und auf mit A-PPX beschich-
tetem Titan eine kompakte Gestalt annahmen, zeigten sie auf allen mit bioaktiven Substanzen 
ausgerüsteten Oberflächen eine stark ausgebreitete Form mit spindelartigen Fortsätzen. Ein Ein-
fluss des Bindungscharakters des jeweiligen Wirkstoffs auf die Morphologie der Osteoblasten 
war nach 24 h nicht erkennbar. Alle untersuchten Oberflächenmodifizierungen führten zu einer 
gesteigerten Proliferation der Knochenzellen im Vergleich zum unmodifiziertem Titan. Dabei 
war die Proliferation an den Oberflächen mit den kovalent gebundenen bioaktiven Substanzen 
entweder genauso groß (Fibronektin) oder größer als bei den Oberflächen mit adsorptiv gebun-
denem Wirkstoff (GRGDS und BMP-2). 
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1 Einleitung 
1.1 Biomaterialien 
Unter dem Begriff Biomaterial wird in der Medizintechnik ein natürlicher oder synthetischer 
Werkstoff verstanden, der als medizinischer Gegenstand (medical device) für den Einsatz in 
biologischen Systemen bestimmt ist1. Der Einsatzort kann sowohl als Implantat innerhalb des 
Körpers liegen, die Anwendung kann aber auch außerhalb des Körpers in Kontakt mit bio-
logischen Medien wie in Blutschläuchen, Oxygenatoren oder Dialysatoren erfolgen. Ein wesent-
liches Kriterium für die Anwendung eines Werkstoffs als Biomaterial stellt seine Biokompatibi-
lität dar. Die Biokompatibilität wurde 1986 von Williams als „the ability of a material to 
perform with an appropriate host response in a specific application” definiert1. Diese Definition 
liefert eine moderne Beschreibung der Aufgaben, die ein Biomaterial erfüllen muss. Es soll in 
aktive Wechselwirkung mit den vielfältigen und miteinander vernetzten Abwehr- und Steu-
erungsmechanismen des Biosystems treten und dabei eine erwünschte Reaktion hervorrufen2. 
 
Als Biomaterialien werden in der Medizintechnik Polymere, Metalle und Metalllegierungen, 
Gläser und Keramiken eingesetzt. Makromolekulare Werkstoffe finden z.B. als künstliche Haut, 
Knorpel, Sehnen, Bänder, Brustimplantate, Intraokularlinsen oder Blutgefäße vorwiegend im 
Weichgewebe Anwendung3,4,5. Ihre mechanischen Eigenschaften wie Festigkeit und Härte hin-
gegen prädestinieren Metalle und Keramiken für den Knochen- und Zahnersatz oder für 
mechanisch stabile Fixierhilfen wie Stents6,7. 
 
Die zunehmende Zahl von Patienten, die auf den teilweisen oder totalen Ersatz einer oder 
mehrerer Körperfunktionen angewiesen sind, erfordert die Entwicklung von neuen und verbes-
serten biokompatiblen Werkstoffen für die klinische Anwendung. Bei zunehmender Lebens-
erwartung der Bevölkerung ist der Bedarf an medizinischer Versorgung sowie an medizinischen 
Instrumenten und Implantaten stetig im Wachsen begriffen. 
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1.2 Wechselwirkungen zwischen Implantaten und Gewebe 
Jedes Implantat ruft im Empfängergewebe eine Reaktion hervor, die hauptsächlich an der 
Grenzfläche zwischen Biomaterial und dem Gewebe auftritt. In Tab. 1 sind die vier Arten von 
Implantat-Gewebe-Wechselwirkungen zusammengefasst, die in der Biomaterialforschung unter-
schieden werden8. 
 
Tab. 1: Durch Implantate hervorgerufene Gewebereaktionen 
 
Implantateigenschaft Gewebereaktion 
toxisch Gewebenekrose 
inert Bildung einer nicht adhärenten Bindegewebekapsel um das Implantat 
bioaktiv Bildung einer Verbindung mit dem Implantat 
degradabel Ersatz des Implantats durch das Gewebe 
 
Bei der Implantation von toxischen Werkstoffen stirbt das umliegende Gewebe meist infolge der 
Freisetzung toxischer Bestandteile ab. Lange Zeit galten inerte Implantate, also solche, die als 
Fremdkörper erkannt und in einer Bindegewebskapsel isoliert werden, bereits als biokompatibel. 
Diese Verbindung ist jedoch von relativ geringer Festigkeit und kann bei lasttragenden Implan-
taten zur Lockerung und damit zum Versagen führen. In der modernen Biomaterialforschung 
werden bioaktive Implantate angestrebt, die durch Ausbildung einer festen Verbindung die Inte-
gration des Implantats in das Gewebe ermöglichen. Die Entwicklung von resorbierbaren Werk-
stoffen zielt auf einen graduellen Ersatz des Implantats durch das umliegende Gewebe ab. 
 
1.3 Strategien zur Verbesserung der Biokompatibilität 
Der Definition von Williams entsprechend werden je nach Anwendung des Biomaterials unter-
schiedliche Strategien zur Verbesserung der Biokompatibilität verfolgt. Eine Strategie zielt auf 
eine Minimierung der Wechselwirkungen zwischen Biomaterial und Biosystem ab (Minimal-
konzept)9. Dieses Konzept wird dort verfolgt, wo die normale Reaktion des Biosystems auf 
einen Fremdkörper, die in der Regel mit der unspezifischen Proteinadsorption beginnt, nicht 
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erwünscht ist. Vor allem im Blutkontakt kann die Adsorption von Plasmaproteinen zu Throm-
bozytenadhäsion und nachfolgender Thrombenbildung führen. Während Albumin die Anheftung 
von Thrombozyten verhindert10, fördert adsorbiertes Fibrinogen die Adhäsion der Blutplättchen 
an der Biomaterialoberfläche. Die Aggregation dieser Blutplättchen führt dann zur Aktivierung 
des Gerinnungssystems11. Durch gezielte Modifizierung der Biomaterialoberfläche können die 
unspezifische Proteinadsorption und die Adhäsion von Zellen minimiert werden12. 
 
In vielen Anwendungsgebieten, insbesondere bei Langzeitimplantaten wie künstlichen Blut-
gefäßen oder Knochenimplantaten, ist dieses Minimalkonzept jedoch nicht ausreichend. Daher 
wird dort eine gezielte Wechselwirkung mit dem Gewebe angestrebt. Bioaktive Implantate sind 
derart gestaltet, dass definiert eingestellte Oberflächeneigenschaften vom Organismus erkannt 
werden und bestimmte Reaktionen des umliegenden Gewebes hervorrufen. Oberflächenmerk-
male, die zur Steuerung der Wechselwirkungen genutzt werden können, umfassen die Topogra-
phie (z.B. Porosität und Rauhigkeit) sowie physikalische, chemische und biologische Struk-
turen13. Biomaterialien, welche die natürliche Umgebung von Zellen oder Gewebe nachahmen, 
werden als biomimetisch bezeichnet14. 
 
Ein anderes Konzept zur Steuerung biologischer Vorgänge am Implantationsort basiert auf der 
lokalen Freisetzung von Wirkstoffen (drug release) und wird überwiegend in Verbindung mit 
polymeren Werkstoffen eingesetzt15. 
 
1.3.1 Minimierung der Wechselwirkungen zwischen Biomaterial und Biosystem 
Es gibt eine Fülle von Ansätzen, die Proteinadsorption an Biomaterialoberflächen als initialen 
Schritt der Reaktion eines Biosystems zu unterbinden. Eine einfache Methode stellt die Blockie-
rung der Oberfläche mit einem gut adsorbierenden Protein wie Albumin dar16. Einmal an der 
Oberfläche adsorbiert, lässt es sich schwer durch Waschprozeduren wieder entfernen. Mit der 
Zeit kann es allerdings zur Denaturierung oder zum Austausch mit anderen Proteinen (Vroman-
Effekt) kommen17. 
Da sich Proteine bevorzugt an hydrophobe Oberflächen anlagern, haben sich in der Medizin-
technik Beschichtungen mit hydrophilen Polymeren, die sich durch sehr geringe Wechsel-
wirkungen mit Proteinen auszeichnen, etabliert. Zu diesen hydrophilen Polymeren zählen 
sowohl natürliche als auch synthetische Makromoleküle. Als natürliche Polymere sind vor allem 
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Kohlenhydrate wie Oligomaltose18, Hyaluronsäure19, Alginate19, Cellulose20 und Dextrane21 zu 
nennen. Diese sind jedoch in der Regel weniger stabil und nicht so stark proteinabweisend wie 
synthetische Polymere22. Von den synthetischen Polymeren wurden unter anderen Polyacrylate 
(z.B. Poly-2-hydroxyethyl-methacrylat)23, Polyacrylamid24, Polyvinylalkohol25 und Polyethylen-
glykol (PEG)26 an verschiedensten Substraten immobilisiert. 
Als effektivste Methode zur Verhinderung der Proteinadsorption wird die Ausrüstung mit PEG 
angesehen27,28. Die Beschichtung kann durch physikalische Adsorption von Blockcopolymeren 
mit Polypropylenglykol (z.B. Pluronic)29,30, durch Pfropfcopolymerisation31,32 oder durch che-
mische Kopplung an der Biomaterialoberfläche erfolgen33,34. Bisher wurden die unterschied-
lichsten Werkstoffe mit PEG ausgerüstet: Metalle (z.B. Gold35 oder Edelstahl36), Nichtmetalle 
und deren Oxide (z.B. Silicium37, Glas38 oder Glaswolle39) und Polymere (z.B. Polytetrafluor-
ethylen40 oder Polystyrol41). 
Oberflächengebundenes PEG reduziert sowohl die Proteinadsorption als auch die Zelladhäsion. 
Dieses führt zu einem verringerten Risiko von Thrombenbildung, Gewebeschädigungen oder 
anderen unerwünschten Reaktionen42. Es gilt weder als antigen noch als toxisch oder immu-
nogen43. PEG zeichnet sich insbesondere durch hohe Löslichkeit in Wasser aus. Es ist mit 
anderen Polymeren nicht verträglich44. Die hohe Löslichkeit von PEG in Wasser ist auf die 
ähnliche molekulare Struktur und die Möglichkeit der Ausbildung von Wasserstoffbrücken-
bindungen zwischen dem Ethersauerstoff und dem Wasser zurückzuführen45. 
Mit PEG beschichtete Oberflächen sind hydrophil und elektrisch ungeladenen. Solche Beschich-
tungen zeigen sehr geringe Wechselwirkungen mit Biomolekülen46. Der inerte Charakter von 
PEG beruht auf der Konformation der Polymerketten in wässriger Lösung, in der sie ungeladene 
hydrophile Gruppen nach außen präsentieren und eine sehr hohe Beweglichkeit aufweisen 
(steric exclusion)47. 
Die außergewöhnliche Passivität von PEG wird darüber hinaus mit einem sterischen Stabili-
sierungseffekt (steric stabilisation) erklärt, der sich aus zwei Komponenten zusammensetzt: zum 
einen dem sogenannten Ausschlussvolumen (excluded volume) und zum anderen einer 
Mischungskomponente (mixing interaction)48. Ersteres ist als eine elastische Antwort auf den 
Verlust an Konformationsentropie anzusehen: bei der Annäherung eines Proteins an die PEG-
Beschichtung kommt es zu einer Verminderung des für jedes Segment zur Verfügung stehenden 
Volumens49. Dieses führt zu einer Einschränkung der konformativen Freiheit der PEG-Ketten 
und damit zur Entwicklung einer repulsiven Kraft. Die zweite Komponente besteht in einer 
osmotischen Wechselwirkung zwischen dem Protein und der PEG-beschichteten Oberfläche. In 
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diesem Fall resultiert aus der Verminderung der Konformationsmöglichkeiten der PEG-Ketten 
infolge ihrer Kompression beim Eindringen des Proteins in die Polymerschicht eine osmotische 
Abstoßung50. 
Der Grad der proteinabweisenden Wirkung einer PEG-Beschichtung ist von mehreren Para-
metern wie dem Molekulargewicht, also der Kettenlänge, sowie dem Kettenaufbau (linear oder 
verzweigt) abhängig. Die Kopplungsdichte, die Zahl der pro Flächeneinheit immobilisierten 
PEG-Moleküle, hat ebenfalls einen entscheidenden Einfluss12. 
 
1.3.2 Steuerung der Gewebereaktion auf Biomaterialien durch Oberflächen-
modifizierung am Beispiel der Osteointegration von Titanimplantaten 
In der Literatur werden zwei unterschiedliche Ansätze zur Verbesserung der Knochenintegration 
von Titanimplantaten durch Oberflächenmodifizierung beschrieben: Veränderung der Ober-
flächenstruktur und chemische Oberflächenmodifizierung51. 
 
Es ist unbestritten, dass die Topographie der Oberfläche (z.B. Porosität und Rauhigkeit) einen 
großen Einfluss auf die biologische Antwort des Gewebes hat. Während bei Strukturen im 
Millimeterbereich eher mechanische Effekte für die Stabilität des Verbundes z.B. einer Schraube 
im Knochen verantwortlich sind, spielen Strukturen im Mikrometer- und Submikrometerbereich 
eine entscheidende Rolle für die direkte Anbindung des Knochens an ein Implantat. Ellingsen 
gibt einen Überblick über die Arbeiten, die sich mit dem Einfluss von Oberflächenstrukturen in 
dieser Größenordnung auf das Zellverhalten in vitro und in vivo beschäftigen52. Aufgrund der 
Fülle der verschiedenen Strukturierungen, des Mangels einer einheitlichen Charakterisierung der 
erzeugten Oberflächenstruktur und aufgrund der Vielzahl der verwendeten Zelltypen können die 
verschiedenen Studien in der Regel nicht zueinander in Bezug gesetzt werden53. Zudem er-
schwert die oft mit der Oberflächenstrukturierung einhergehende chemische Veränderung die 
Vergleichbarkeit dieser Untersuchungen. 
 
Die chemische Modifizierung von Titanoberflächen umfasst sowohl die Beschichtung mit 
bioaktiven Gläsern und Keramiken wie Calciumphosphaten als auch die Immobilisierung von 
biologisch aktiven Wirkstoffen wie Proteinen, Peptiden oder Antibiotika. Neben den sogenann-
ten Biogläsern54 zählen Calciumphosphatbeschichtungen zu den wichtigsten anorganischen 
Beschichtungen von Titanimplantaten55. Die Beschichtung mit Hydroxylapatit, einem wesent-
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lichen Bestandteil des Knochens, wird nach wie vor als eine der erfolgversprechendsten Strate-
gien zu Verbesserung der osteokonduktiven Eigenschaften von Knochenimplantaten angese-
hen56. Es werden aber zunehmend auch andere Calciumphosphate wie α- und β-Tricalcium-
phosphat, Tetracalciumphosphat, amorphe Calciumphosphatphasen und Fluorapatit untersucht 
und klinisch getestet57. 
 
Ein anderer Weg zur Steuerung der Zellreaktion besteht in der Ausrüstung der Titanoberfläche 
mit biologisch aktiven Molekülen. Viele Untersuchungen beschäftigen sich mit der Verbes-
serung der Zelladhäsion durch Immobilisierung von Proteinen der extrazellulären Matrix 
(extracellular matrix, ECM) wie Kollagenen, Osteopontin, Vitronektin, Laminin oder Fibro-
nektin, die mit den entsprechenden Rezeptoren der Zellen, den Integrinen, in Wechselwirkung 
treten können58. Besonderes Interesse gilt seit der Entdeckung der Peptid-Sequenz Arginin-
Glycin-Asparaginsäure (RGD) als Erkennungssequenz der zellbindenden Domäne des Fibronek-
tins den RGD-Peptiden59. Darüber hinaus gewinnen in letzter Zeit Wachstumsfaktoren und 
antiinflammatorische Mediatoren wie bestimmte Interleukine wachsende Aufmerksamkeit. Mit 
ihrer Hilfe sollen das Wachstum, die Proliferation und die Differenzierung der Zellen angeregt 
bzw. Entzündungsreaktionen kontrolliert werden. 
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2 Problemstellung 
2.1 Glas als Biomaterial 
In der Medizintechnik werden bioaktive Gläser, sogenannte Biogläser, die sich durch hohe 
Natrium-, Calcium- und Phosphoranteile auszeichnen und die feste Verbindungen mit Weich-
gewebe oder Knochen eingehen, als Implantatmaterialien in der Orthopädie, Odontologie sowie 
der Hals-, Nasen- und Ohrenchirurgie eingesetzt60. 
Eine spezielle Applikation finden Gläser in diagnostischen Geräten wie biomedizinischen Sen-
soren61 und bei der Übertragung von Informationen in Glasfasern, wie sie z.B. bei endosko-
pischen Eingriffen verwendet werden62. Ein besonderer Vorteil dieser optischen Fasern liegt in 
der stromlosen Signalübertragung durch das nichtleitende Glas, sodass das Risiko eines elek-
trischen Schocks für den Patienten ausgeschlossen wird. Biomedizinische Sensoren werden zur 
Erfassung der physikalischen und chemischen Größen Temperatur, Druck, pH-Wert, Ionen- oder 
Gaskonzentrationen und zur Bestimmung von biochemischen Molekülen (Biosensoren) in bio-
logischen Flüssigkeiten in vitro und in vivo eingesetzt61. 
 
Ein großes Problem sowohl bei biomedizinischen Sensoren aus Glas als auch bei der Signal-
übertragung in optischen Glasfasern stellt die Bildung von Biofilmen an der Oberfläche des 
Biomaterials, das sogenannte biofouling, dar63,64. Derartige Biofilme entstehen infolge der 
Adsorption von Proteinen aus biologischen Flüssigkeiten und durch darauffolgende Zell- oder 
Bakterienadhäsion. Im Blutkontakt besteht die Gefahr der Thrombenbildung. Die Belegung mit 
biologischen Molekülen, Bakterien oder Zellen kann das Messergebnis von Sensoren verfäl-
schen oder ganz verhindern65 bzw. die Signalübertragung in Glasfasern beeinträchtigen62. 
 
2.2 Titan als Implantatwerkstoff 
Obwohl Titan das neunthäufigste Element in der Erdkruste ist und weit verbreitet in Mineralien 
vorkommt, wird es im menschlichen Organismus nicht in signifikanten Mengen angetroffen. 
Unter den Biomaterialien nimmt Titan hingegen eine besondere Stellung ein. Es gilt als eines 
der biokompatibelsten Werkstoffe überhaupt66. Wegen seiner mechanischen Eigenschaften und 
der ausgeprägten Bioinertheit wird es als Werkstoff für Langzeitimplantate in der Orthopädie 
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z.B. als Hüftgelenksprothese67, in der Odontologie z.B. in Wurzelstiften68 und für medizinische 
Instrumente verwendet. Der Markt des Titans allein für den medizinischen Bereich erreicht 
einen Umfang in vielfacher Milliardendollarhöhe69. 
Seine außerordentliche Biokompatibilität verdankt Titan seiner dünnen, stabilen Oxidschicht, 
mit der es sich an der Luft oder in wässrigen Medien umgibt und die das Metall vor weiterer 
Korrosion schützt. Die Menge der in biologischer Umgebung herausgelösten Titanionen ist sehr 
gering69. Bisher sind keine allergischen Reaktionen oder anderen schädlichen Wechselwirkun-
gen des Titans mit Zellen oder Geweben bekannt. 
Nach dem operativen Eingriff beginnt der Einheilungsprozess eines Titanimplantats mit der 
Anlagerung von Proteinen aus dem Blut oder der ECM70. Der primären Proteinadsorption folgt 
die Wechselwirkung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen mit der 
adsorbierten Proteinschicht71. Diese setzen Botenstoffe wie Adhäsionsmediatoren, Wachstums-
faktoren und Zytokine frei. Dadurch wiederum werden Fibroblasten aktiviert, die den Fremd-
körper isolieren und schließlich in eine Bindegewebskapsel einhüllen51. Erst zu einem späteren 
Zeitpunkt des Heilungsprozesses kommt es zur Anlagerung von Knochenvorläuferzellen und zur 
Differenzierung zu Osteoblasten, welche die Knochenmineralisierung einleiten72. 
 
Von einer solchen Bindegewebshülle umgeben heilt Titan im Knochenkontakt zwar in unmittel-
barer Nähe des mineralisierten Gewebes ein (Kontaktosteogenese), eine direkte Verbindung zum 
Knochen (Verbundosteogenese) wird jedoch nur selten beobachtet73. Das Implantat bleibt durch 
eine dünne nicht mineralisierte Schicht vom Zielgewebe getrennt. Dieses kann im Falle starker 
mechanischer Beanspruchung, die in der Regel bei orthopädischen oder odontologischen Im-
plantaten auftreten, zu Komplikationen in der Langzeitanwendung führen. Die Lockerung von 
Hüftgelenksprothesen kann unter anderem eine Folge der fehlenden direkten Anbindung des 
Knochens an das Biomaterial sein. 
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3 Konzept 
3.1 Immobilisierung von hydrophilen Polymeren an Glasoberflächen 
Das Ziel im ersten Teil der vorliegenden Arbeit ist, die Bildung von Biofilmen an Glas-
oberflächen zu vermindern. Durch Immobilisierung von hydrophilen Polymeren sollen die Ad-
sorption von Proteinen und die Adhäsion von Zellen weitestgehend verhindert werden. In 
Schema 1 sind die Modifizierungsschritte zur Minimierung der Proteinadsorption und Zell-
adhäsion an Glasoberflächen dargestellt. 
 
OH
OH
OH
NH2
NH2
NHR
NHR
NH2
PEI
APTES M-PEG-Silan
NHR
NHR
NHR
CMD
M-PEG-Ald
Glas/APTES/CMD Glas/APTES/M-PEG Glas/PEI/M-PEG Glas/M-PEG-Silan
Glas
SilanisierungSilanisierung
Immobilisierung
Immobilisierung
Beschichtung
Glas/APTES Glas/PEI
 
Schema 1: Konzept zur Immobilisierung von hydrophilen Polymeren an Glasoberflächen 
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Im ersten Schritt sollen die Glasoberflächen mit Aminogruppen funktionalisiert werden und im 
zweiten Schritt hydrophile Polymere an diese funktionellen Gruppen gebunden werden. Die 
Erzeugung von Aminogruppen soll zum einen durch Silanisierung mit 3-Aminopropyl-
triethoxysilan (APTES) erreicht werden. Zum anderen soll die Anzahl der für die Kopplung zur 
Verfügung stehenden Aminogruppen durch Beschichtung der Glasoberfläche mit Polyethylen-
imin (PEI) erhöht werden. 
 
Als hydrophile Polymere sollen ein methoxyterminiertes PEG (O-Methyl-polyethylenglykol, 
M-PEG) mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 5.000 und ein carboxymethyliertes 
Dextran (CMD) mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 67.300 an Glasoberflächen im-
mobilisiert werden. Die Kopplung des M-PEG soll auf unterschiedliche Arten erfolgen und der 
Effekt der Kopplungsmethode auf die protein- und zellabweisende Wirkung untersucht werden. 
Die Kopplung des M-PEG soll zum einen durch reduktive Aminierung eines aldehydterminier-
ten M-PEG (O-Methyl-O'-(3-oxopropyl)-polyethylenglykol, M-PEG-Ald) mit den erzeugten 
Oberflächenaminogruppen durch Natriumcyanoborhydrid erfolgen. Zum anderen sollen Glas-
oberflächen direkt mit O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl]-polyethylengly-
kol (M-PEG-Silan) modifiziert werden. Dieses Silanisierungsreagenz enthält die M-PEG-Kette 
mit dem mittleren Molekulargewicht Mw von 5.000 und ermöglicht die Immobilisierung des 
PEG in einem einzigen Reaktionsschritt. Das M-PEG-Silan soll aus M-PEG und 3-Isocyanato-
propyl-triethoxysilan synthetisiert und mittels kernmagnetischer Resonanz (nuclear magnetic 
resonance, NMR) Spektroskopie und Matrix-unterstützter Laser-Desorptions/Ionisations-Flug-
zeit-Massenspektrometrie (matrix-assisted laser-desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF MS) charakterisiert werden. Schließlich soll mit CMD ein Poly-
saccharid an der mit APTES funktionalisierten Glasoberfläche immobilisiert und in Bezug auf 
die proteinabweisende Wirkung mit den immobilisierten M-PEG verglichen werden. 
 
Die modifizierten Glasoberflächen sollen mit verschiedenen oberflächensensitiven Methoden 
charakterisiert werden. Der Einfluss der einzelnen Modifizierungsschritte auf die Benetzbarkeit 
soll durch Kontaktwinkelmessungen untersucht werden. Die Veränderungen in der chemischen 
Zusammensetzung sollen durch Röntgenphotoelektronenspektroskopie (X-ray photolectron 
spectroscopy, XPS) bestimmt und die Topographie durch Rasterkraftmikroskopie (atomic force 
microscopy, AFM) analysiert werden. 
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Nach der Modifizierung soll die proteinabweisende Wirkung im Vergleich zum unmodifizierten 
Glas und zu tissue culture polystyrene (TCPS) als Referenzmaterial überprüft werden. Dazu soll 
mit Hilfe der MALDI-TOF-MS im Oberflächenmodus (surface-MALDI-TOF-MS) die Adsorp-
tion von Insulin qualitativ untersucht werden. Ferner soll die Adsorption von Fibrinogen, Fibro-
nektin und Insulin mittels enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) semiquantitativ be-
stimmt werden. Zur absoluten Proteinbestimmung sollen die gleichen Proteine mit 125Iod radio-
aktiv markiert und die adsorbierten Mengen quantifiziert werden. 
 
Zur Beurteilung der zellabweisenden Wirkung der modifizierten Glasoberflächen in vitro sollen 
Versuche zur Thrombozytenadhäsion und zur Adhäsion von Mausfibroblasten durchgeführt 
werden. 
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3.2 Immobilisierung von bioaktiven Substanzen an Titanoberflächen 
Das Ziel im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit besteht in der beschleunigten Ausbildung einer 
direkten und starken Bindung (interfacial bond) eines Implantats auf Titanbasis im Knochen-
gewebe. Dazu sollen Modelloberflächen aus der in der Orthopädie verbreitet eingesetzten Titan-
Legierung Ti6Al4V mit bioaktiven Substanzen ausgerüstet werden. In Schema 2 sind die Modi-
fizierungsschritte zur Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen zusammen-
gefasst. 
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CVD-Polym.
Fn, GRGDS, BMP-2
 
Schema 2: Konzept zur Immobilisierung von bioaktiven Substanzen an Titanoberflächen 
 
Titanoberflächen sind aufgrund ihres Metallcharakters nicht für eine direkte Anbindung von 
Wirkstoffen geeignet. Für die kovalente Immobilisierung von bioaktiven Substanzen sollen 
daher zunächst funktionelle Gruppen an der Titanoberfläche erzeugt werden. Dieses soll zum 
einen durch die Beschichtung mit einem dünnen Polymerfilm durch chemical vapour deposition 
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(CVD) Polymerisation von aminosubstituierten [2.2]-para-Cyclophanen (PCP) erreicht werden. 
Zur Erhöhung der Anzahl funktioneller Gruppen in dem erzeugten aminofunktionellen Poly-
para-xylylen sollen Diamino-[2.2]-para-cyclophane (DA-PCP), welche im Vergleich zum bis-
her eingesetzten 4-Amino-[2.2]-para-cyclophan (A-PCP) die doppelte Anzahl an Aminofunk-
tionen enthalten, synthetisiert und auf der Titanoberfläche polymerisiert werden. Zur Synthese 
der DA-PCP sollen die aromatischen Ringe des unsubstituierten PCP nitriert und in einem 
zweiten Schritt zu den entsprechenden Aminen reduziert werden. Die Produkte sollen massen-
spektrometrisch, durch Infrarot- (IR) Spektroskopie und NMR-Spektroskopie charakterisiert 
werden. 
Zum Vergleich der Anzahl der Aminogruppen an den durch CVD-Polymerisation von A-PCP 
und DA-PCP erzeugten Polymeroberflächen (A-PPX und DA-PPX) sollen diese mit Penta-
fluorbenzaldehyd als Fluormarker derivatisiert und das Fluorsignal im XPS-Spektrum als rela-
tives Maß herangezogen werden. 
Die natürliche Titandioxidschicht, die sich an der Luft oder in wässrigen Medien bildet, enthält 
Hydroxylgruppen, die für Silanisierungsreaktionen zugänglich sind. Als alternative Methode zur 
Generierung von Aminogruppen soll daher die Silanisierung der Titanoberfläche mit APTES 
eingesetzt werden. 
 
Als bioaktive Substanzen, welche die gezielte Integration des Titanimplantats in das Knochen-
gewebe unterstützen sollen, werden Fibronektin, das Pentapeptid GRGDS sowie das bone 
morphogenetic protein-2 (BMP-2) ausgewählt. Fibronektin ist bekannt für seine zelladhäsions-
vermittelnden Eigenschaften. Da Fibronektin wenig lagerstabil und empfindlich gegenüber 
Sterilisationsverfahren ist, soll darüber hinaus GRGDS immobilisiert werden. Es enthält mit 
dem Tripeptid RGD die Sequenz der zellbindenden Domäne des Fibronektins. BMP-2 ist ein 
transforming growth factor (TGF), der spezifisch das Wachstum von Knochenzellen fördert. 
 
Die Kopplung der bioaktiven Substanzen an den erzeugten Oberflächenaminogruppen soll mit 
1,6-Hexamethylendiisocyanat erfolgen, einem homobifunktionellen Kopplungsreagenz, dessen 
eine Isocyanatfunktion mit einer Aminogruppe der Oberfläche und die andere mit einer 
Aminogruppe des Proteins bzw. Peptids reagiert. 
 
Die Charakterisierung der modifizierten Titanoberflächen soll durch Kontaktwinkelmessungen 
und XPS erfolgen. Da die Oberflächentopographie einen entscheidenden Einfluss auf das Zell-
14 Konzept 
 
verhalten im direkten Kontakt hat, soll eine mögliche Veränderung der Rauhigkeit der Titan-
oberfläche durch die Modifizierungsschritte mit AFM überprüft werden. 
 
Die an den verschiedenen Oberflächen gebundenen Fibronektin- und RGD-Mengen sollen durch 
radioaktive Markierung der biologisch aktiven Stoffe bestimmt werden. Mittels ELISA sollen 
Aussagen zur immobilisierten Menge des gebundenen Fibronektins im Vergleich zu TCPS und 
vor allem zur Epitopzugänglichkeit des gebundenen Adhäsionsvermittlers gewonnen werden. 
Anhand von surface-MALDI-TOF-massenspektrometrischen Experimenten soll der Bindungs-
charakter (adsorptiv/kovalent) des BMP-2 und des RGD-Peptids an der Oberfläche studiert 
werden. 
 
Zur Bewertung der biologischen Aktivität der immobilisierten Wirkstoffe sollen abschließend 
in vitro Biokompatibilitätstests mit Knochenzellen durchgeführt werden. Dabei sollen Erkennt-
nisse zur Morphologie, Vitalität und zur Proliferation von primären humanen Osteoblasten im 
direkten Kontakt mit den modifizierten Titanoberflächen gewonnen werden. 
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4 Minimierung der Proteinadsorption und Zelladhäsion an 
Glasoberflächen 
4.1 Charakterisierung der unmodifizierten Glasoberflächen 
Silikatglas ist eine eingefrorene, unterkühlte Schmelze, die zwar eine Nah- aber keine gerichtete 
Fernordnung aufweist. Die Struktur wird vereinfacht durch die Netzwerkhypothese von 
Zachariasen beschrieben74. Im kristallinen Quarz bilden [SiO4]-Tetraeder ein geordnetes Gitter, 
bei dem die einzelnen Tetraeder über alle vier Sauerstoffatome an den Tetraederecken verbun-
den sind. In der amorph erstarrten Schmelze hingegen, dem Kiesel- oder Quarzglas, wird nicht 
jede Ecke des Tetraeders zum Aufbau der Struktur eingesetzt. Es liegt vielmehr ein ungeord-
netes Netzwerk aus lose verknüpften Tetraedern vor. Technischen Silikatgläsern werden Alkali- 
und Erdalkalioxide sowie Oxide von Nebengruppenelementen als sogenannte Netzwerkwandler 
zugesetzt, welche die Si-O-Si-Brücken an den Tetraederecken auftrennen und so die Eigen-
schaften des Glases wie z.B. den Schmelzpunkt, die chemische Beständigkeit oder die Färbung 
beeinflussen75. 
 
Es ist bekannt, dass alle SiO2-Modifikationen, also auch Silikatgläser, eine geringe aber mess-
bare Löslichkeit in Wasser besitzen76. Durch Wasser wird das Si-O-Si-Netzwerk an der Ober-
fläche aufgespaltet, wobei nach Gl. 1 Silanolgruppen gebildet werden. 
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Durch Reaktion mit Silanisierungsreagenzien wie Chlorsilanen oder Alkoxysilanen können 
diese Silanolgruppen chemisch umgesetzt und zur Funktionalisierung von Glasoberflächen ge-
nutzt werden77. 
 
Glasoberflächen sind nach Lagerung an der Luft durch Adsorption von Kohlenwasserstoffen 
kontaminiert78. Diese Verunreinigungen können sich bei der Oberflächenmodifizierung insofern 
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als hinderlich herausstellen, als sie die Zugänglichkeit der für die Silanisierung notwendigen 
Silanolgruppen beeinträchtigen79. Daher sollten Verunreinigungen soweit wie möglich entfernt 
werden. Unter den vielen Methoden, die zur Reinigung von Glasoberflächen eingesetzt werden, 
hat sich unter anderem die Reinigung mit einer Mischung aus Wasserstoffperoxid und Schwefel-
säure (Piranha-Lösung) bewährt80. Die Säurebehandlung hat weiterhin den Vorteil, dass vorhan-
dene Alkalimetallionen wie z.B. Natriumkationen an der Oberfläche gegen Protonen aus-
getauscht werden (Gl. 2) und damit die Anzahl an Silanolgruppen erhöht wird76. 
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Derartig behandelte Oberflächen von Kapillaren aus Quarzglas wurden von Van Alstine et al. 
durch Mikropartikelelektrophorese untersucht. Sie bestimmten eine Oberflächenkonzentration 
an Silanolgruppen von 5/nm² und ermittelten für isolierte Silanolgruppen einen pKS-Wert von 
3,6 und für über Wasserstoffbrücken assoziierte Silanolgruppen einen pKS-Wert von 6,981. 
 
Als Glassubstrate werden in dieser Arbeit runde Deckgläser für die Mikroskopie aus reinweißem 
Glas eingesetzt. Die Zusammensetzung der Deckgläser wird vom Hersteller mit 64,1 Mol-% 
SiO2, 8,4 Mol-% B2O3, 4,2 Mol-% Al2O3, 6,4 Mol-% Na2O, 6,9 Mol-% K2O, 5,9 Mol-% ZnO, 
4,0 Mol-% TiO2 und 0,1 Mol-% Sb2O3 angegeben82. 
 
Die Deckgläser werden mit verschiedenen oberflächensensitiven Analysemethoden charakteri-
siert. Zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Eigenschaften wird anhand des Kontakt-
winkels das Benetzungsverhalten der Glasoberflächen bestimmt. Die chemische Zusammen-
setzung wird durch XPS ermittelt. 
 
Die Bestimmung des Kontaktwinkels θ an der Phasengrenze fest/flüssig/gasförmig ist eine sehr 
sensitive Methode der Oberflächeanalytik83,84. Sie erfasst die äußersten Atomlagen (ca. 1 nm) 
und ermöglicht es, Aussagen über die Benetzbarkeit einer Oberfläche zu machen. Mit Wasser 
als Prüfflüssigkeit können je nach Benetzbarkeit spreitende (θ = 0°), hydrophile (θ < 90°) und 
hydrophobe (θ > 90°) Oberflächen unterschieden werden. Die Messung des Kontaktwinkels 
Minimierung der Proteinadsorption und Zelladhäsion an Glasoberflächen 17 
 
kann auf unterschiedliche Arten erfolgen. In Abb. 1 sind die Methode des liegenden Tropfens 
(sessile drop) und die der hängenden Luftblase (captive bubble) zur statischen Kontakt-
winkelbestimmung an Festkörperoberflächen dargestellt. 
 
Festkörperoberfläche
θθ
hydrophob
Festkörperoberfläche
θ θ
sessile drop 
Methode
captive bubble
 Methode
Luft
Wasser
hydrophil
Festkörperoberfläche
Luft
Wasser
Festkörperoberfläche
 
Abb. 1: Vergleichende Darstellung der sessile drop und der captive bubble Methode zur Be-
stimmung des statischen Kontaktwinkels θ an Festkörperoberflächen 
 
Bei der sessile drop Methode wird ein Wassertropfen an der Luft auf dem zu untersuchenden 
Festkörper abgesetzt und der Winkel θ zwischen der benetzten Oberfläche und einer Tangente, 
die im äußersten Berührungspunkt an dem Tropfen angelegt wird, gemessen. Beim captive 
bubble Verfahren hingegen wird der Festkörper in Wasser eingetaucht. Nach 24-stündiger 
Konditionierung wird eine Luftblase von unten an der Probenoberfläche abgesetzt. Gemessen 
wird hier der Winkel θ zwischen der benetzten Oberfläche und der Tangente im äußersten 
Berührungspunkt der Luftblase mit der Probenoberfläche. Letztere Methode wird insbesondere 
bei Polymeren, bei denen je nach umgebendem Medium Umlagerungseffekte auftreten können, 
oder bei quellbaren Oberflächen eingesetzt. Im thermodynamischen Gleichgewicht sollte der mit 
beiden Methoden ermittelte Kontaktwinkel derselben Oberfläche identisch sein. 
 
In Tab. 2 sind die Kontaktwinkel einer unbehandelten und einer mit Piranha-Lösung gereinigten 
Glasoberfläche mit Wasser gegenübergestellt. Die angegebenen Kontaktwinkel entsprechen dem 
arithmetischen Mittel aus jeweils zehn Einzelmessungen an drei verschiedenen Proben. 
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Tab. 2: Sessile drop und captive bubble Kontaktwinkel einer unbehandelten und einer mit 
Piranha-Lösung gereinigten Glasoberfläche mit Wasser (Dreifachbestimmung) 
 
Kontaktwinkel in ° 
Probe 
sessile drop captive bubble 
Glas unbehandelt 41 ± 3 35 ± 4 
Glas gereinigt 11 ± 4 <20a 
a Die Luftblase lässt sich nicht absetzen, der Kontaktwinkel wird auf unter 20° festgesetzt. 
 
Die unbehandelte Glasoberfläche ist mit einem sessile drop Kontaktwinkel von 41° moderat 
hydrophil. Mit der captive bubble Methode wird ein Kontaktwinkel von 35° gemessen. Durch 
die Konditionierung in Wasser wird die Glasoberfläche hydratisiert und erscheint somit hydro-
philer als im trockenen Zustand. Durch die Piranha-Behandlung wird eine sehr hydrophile Ober-
fläche mit einem sessile drop Kontaktwinkel von nur 11° erzeugt. Die Oberfläche ist so hydro-
phil, dass sich bei der captive bubble Methode die Luftblase nicht an der Probenunterseite 
absetzen lässt. In diesem Fall wird ein Kontaktwinkel von unter 20° festgesetzt. Die starke Hy-
drophilie spricht für eine effektive Entfernung der adsorbierten organischen Verunreinigungen 
und die Präsenz von polaren und geladenen Gruppen an der Oberfläche. 
 
Die chemische Zusammensetzung der Glasoberfläche wird durch XPS bestimmt. Die XPS stellt 
eine oberflächenanalytische Methode dar, die geeignet ist, Aussagen zur quantitativen Element-
zusammensetzung und den Bindungszuständen der vorhandenen Elemente von Festkörper-
oberflächen zu gewinnen85,86,87. Grundlage der Methode ist der photoelektrische Effekt. Durch 
Einstrahlung von monochromatischer Röntgenstrahlung der Energie hν werden kernnahe Elek-
tronen von Atomen der Festkörperoberfläche aus ihren Orbitalen herausgeschlagen. Die soge-
nannten Photoelektronen verlassen die Oberfläche mit einer charakteristischen kinetischen 
Energie. 
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Die Berechnung der Elektronenbindungsenergie (EB) erfolgt nach Gl. 3 aus der gemessenen 
kinetischen Energie und der bekannten Energie der Röntgenstrahlung unter Vernachlässigung 
der Austrittsarbeit des Analysators: 
 
Ekin = hν - EB - eφ      (3) 
 
mit Ekin kinetische Energie der Photoelektronen, 
hν Energie der Röntgenstrahlung, 
EB Bindungsenergie der Photoelektronen und 
eφ Austrittsarbeit des Analysators. 
 
Die kinetische Energie der Photoelektronen ist charakteristisch für die jeweiligen Elemente 
sowie für ihre jeweiligen Bindungszustände. Die Elemente Wasserstoff und Helium werden mit 
der Methode nicht erfasst. Aufgrund der geringen mittleren freien Weglänge der Elektronen im 
Festkörper können nur Elektronen bis zu einem bestimmten Abstand von der Oberfläche diese 
auch verlassen. Die Informationstiefe der Methode beträgt in der verwendeten Messanordnung 
ca. 6 nm. 
 
Tab. 3 zeigt die aus Herstellerangaben berechnete Elementzusammensetzung des Glases im Ver-
gleich zu der mit XPS gemessenen Elementzusammensetzung einer Glasoberfläche im Liefer-
zustand sowie nach der Reinigung mit Piranha-Lösung. 
 
Tab. 3: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer Glasoberfläche vor und nach 
der Reinigung mit Piranha-Lösung 
 
Photolinie C1s Si2p Si2p O1s K2p Na1s B1s Zn2p Al2p Ti2p 
EB in eV 285,0 102,5 103,2 532,2 293,7 1072,0 192,6 1022,7 74,4 458,2 
Glas a 
in Atom-% - 21,4 - 60,3 4,6 4,3 3,4 3,0 1,7 1,3 
Glas unb. 
in Atom-% 25,8 18,5 - 45,1 1,6 3,2 2,6 1,1 1,5 0,6 
Glas ger. 
in Atom-% 4,9 - 30,0 63,1 0,4 0,7 - 0,6 - 0,3 
a berechnet aus den Herstellerangaben; der Anteil von 0,1 Mol-% Sb2O3 wird nicht berücksichtigt 
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Bei dem unbehandelten Glas werden mit Ausnahme des Antimons alle vom Hersteller angege-
benen Elemente und Kohlenstoff detektiert. Bor, Aluminium und Titan sind Netzwerkbildner, 
Natrium, Kalium und Zink sind Netzwerkwandler. Die gemessenen Anteile liegen jeweils unter-
halb der Herstellerangaben. Die Ursache dafür liegt in dem relativ hohen Kohlenstoffgehalt von 
25,8 Atom-%, der auf organische Verunreinigung durch Adsorption von Kohlenwasserstoffen 
aus der Luft zurückzuführen ist. 
Nach der Behandlung mit Piranha-Lösung ist eine deutliche Veränderung in der Elementzusam-
mensetzung zu beobachten. Der Kohlenstoffgehalt beträgt nur noch 4,9 Atom-%. Die Silicium- 
und Sauerstoffanteile sind mit 30,0 bzw. 63,1 Atom-% wesentlich höher als beim unbehandelten 
Glas, wohingegen die restlichen Glaskomponenten entweder in geringerem Maß oder wie Bor 
und Aluminium gar nicht detektiert werden. Die Veränderungen in der Elementzusammen-
setzung sind ein Beleg für die Verminderung der adsorbierten Kohlenwasserstoffe und damit für 
eine erfolgreiche Reinigung der Glasoberfläche. Der verbleibende Kohlenstoff ist entweder 
durch einen Rest der ursprünglichen Verunreinigung oder durch erneute Kontamination mit 
organischen Verbindungen nach der Reinigung zu erklären. 
Durch die Behandlung mit Piranha-Lösung wird ein Teil der Bestandteile aus dem Glas heraus-
gelöst und eine Glasoberfläche erzeugt, die mit dem Si:O-Verhältnis von annähernd 1:2 der 
theoretischen Zusammensetzung von Quarzglas (SiO2) entspricht. Dafür spricht auch die Ver-
schiebung der Si2p-Photolinie von 102,5 auf 103,2 eV. Bei einer Vergleichsprobe aus reinem 
Quarzglas wird die Silicium-Photolinie bei 103,2 eV detektiert. In der Literatur wird für die 
Oxidationsstufe +III in Suboxiden des Siliciums [SiO3X] eine Bindungsenergie von 102,2 eV 
angegeben, während der Oxidationsstufe +IV in reinem Quarzglas [SiO4] und in Silanolgruppen 
[SiO3(OH)] eine Bindungsenergie von 103,5 eV bzw. von 103,1 eV zugeordnet wird88. 
 
4.2 Funktionalisierung der Glasoberflächen 
In den folgenden Kapiteln werden die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Verfahren zur 
Oberflächenmodifizierung des Glases vorgestellt. Die modifizierten Oberflächen werden durch 
Kontaktwinkel- und XPS-Messungen charakterisiert. Eine Übersicht der Kontaktwinkel von 
Gewebekulturpolystyrol (tissue culture polystyrene, TCPS), welches bei den Proteinadsorptions-
studien als Referenzmaterial eingesetzt wird, sowie von unmodifizierten und modifizierten Glas-
oberflächen befindet sich in Abb. A1 im Anhang. Der Einfluss der Modifizierung auf die Ober-
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flächentopographie des Glases wird durch AFM untersucht und in Kap. 4.4 gesondert beschrie-
ben. 
 
4.2.1 Funktionalisierung durch Silanisierung mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
Die Silanisierung ist ein bekanntes Verfahren zur Modifizierung von anorganischen, hydroxyl-
gruppenhaltigen Oberflächen89,90,91. So können Siliciumoxide wie Quarz und Silikatgläser oder 
auch die Oxide von Metallen wie Aluminium, Zirkonium und Titan mit Silanisierungsreagen-
zien umgesetzt werden. Zu den verwendeten Silanen zählen Chlor- und Alkoxysilane, die unter 
Abspaltung von Salzsäure bzw. den entsprechenden Alkoholen mit den Hydroxylgruppen der 
Oberfläche reagieren und Silylether bilden. 
 
Zur Ausstattung der Glasoberfläche mit Aminofunktionen wird in dieser Arbeit das kommerziell 
erhältliche 3-Aminopropyl-triethoxysilan 1 (APTES) als Silanisierungsreagenz ausgewählt. 
 
Si
O
O
O
NH2
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Dieses Alkyltrialkoxysilan enthält zum einen die über eine Propylkette fest an das Siliciumatom 
gebundene Aminogruppe und zum anderen drei Ethoxyreste, die als Abgangsgruppen dienen. 
Die Silanisierungsreaktion mit APTES kann entweder in wässriger Lösung oder in organischen 
Lösungsmitteln durchgeführt werden. Die Mechanismen wurden von van der Voort et al. 
eingehend untersucht92. Im wässrigen Medium unterliegen die Silanmoleküle der Hydrolyse und 
kondensieren sowohl mit anderen hydrolysierten Silanmolekülen in der Lösung als auch mit den 
Silanolgruppen an der Glasoberfläche. Daher kommt es in der Regel zu einem undefinierten, 
dreidimensionalen Polysiloxannetzwerk auf dem zu modifizierenden Substrat. 
 
In dieser Arbeit wird die Reaktion unter Stickstoffatmosphäre in wasserfreiem Toluol durch-
geführt. In Schema 3 ist die Silanisierungsreaktion mit APTES vereinfacht dargestellt. 
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Schema 3: Silanisierung einer Glasoberfläche mit APTES in wasserfreiem Toluol 
 
Die Silanisierung in organischen Lösungsmitteln unter wasserfreien Bedingungen führt im 
Idealfall zu einer gleichmäßigen, monomolekularen Polysiloxanschicht. In Abwesenheit von 
Wasser bleibt die Hydrolyse des Silans und damit die Reaktion mit den Silanolgruppen der 
Oberfläche und auch mit anderen Silanmolekülen aus93. Die Kondensation zwischen Silan und 
Silanolgruppe wird nach Blitz et al. durch Basen wie z.B. Ammoniak katalysiert94. Die Silani-
sierung mit APTES ist durch die vorhandene Aminogruppe autokatalysiert. Aufgrund von Was-
serstoffbrückenbindungen zwischen den Aminogruppen des Silanisierungsreagenzes und den 
Hydroxylgruppen der Glasoberfläche kommt es zu einer schnellen Adsorption der APTES-
Moleküle an der Glasoberfläche. Die relativ schwache Wasserstoffbrückenbindung wird durch 
den Transfer des Protons von der Silanol- auf die Aminogruppe in eine stabilere ionische Bin-
dung überführt. Dieses Ammoniumsalz ist analog zum Ammoniak in der Lage, die Reaktion 
eines benachbarten Silanmoleküls mit der Oberfläche unter Abspaltung von Ethanol zu kataly-
sieren. 
 
Nach der Reaktion werden die Proben gewaschen, um nicht gebundenes Silan zu entfernen. 
Durch anschließendes Erwärmen auf 110°C wird das restliche, nur adsorptiv gebundene Silan 
mit der Oberfläche und benachbarten APTES-Molekülen unter Ethanolfreisetzung vernetzt. 
 
Nach Schrader et al. enthält eine monomolekulare APTES-Schicht ca. ein APTES-Molekül/nm² 
und damit auch eine Aminogruppe/nm² 95. Vrancken et al. bestimmten an mit APTES silani-
siertem Kieselgel durch Elementaranalyse eine Aminogruppenkonzentration von 2/nm² 96. 
Durch Mikropartikelelektrophorese in silanisierten Quarzglaskapillaren ermittelten van Alstine 
et al. eine Aminogruppendichte von 0,2/nm² und ein pKs-Wert der Aminogruppen von 10,0 81. 
Minimierung der Proteinadsorption und Zelladhäsion an Glasoberflächen 23 
 
Im Vergleich zu der sehr hydrophilen, gereinigten Glasprobe steigt durch die Silanisierung mit 
APTES der sessile drop Kontaktwinkel von 11 auf 55°. Mit der captive bubble Methode wird 
mit 53° ein vergleichbarer Kontaktwinkel gemessen. Die Erhöhung des Kontaktwinkels ist 
durch die Einführung der unpolaren Kohlenwasserstoffketten des Silans zu erklären. Anderson 
et al. fanden bei der Silanisierung mit Propyltrichlorsilan in Chlorbenzol einen Kontaktwinkel 
von 76° 97 und bei der Silanisierung mit 3-Aminopropyl-trimethoxysilan in wässriger Ethanol-
lösung einen Kontaktwinkel von 47° 98. Die Aminofunktion am Ende der Propylkette führt zu 
einem höheren polaren Anteil und damit zu einem niedrigeren Kontaktwinkel als der Alkylrest 
allein. 
 
In Tab. 4 sind die für eine ideale, monomolekulare APTES-Schicht (vgl. Schema 3) berechnete 
und die durch XPS ermittelte chemische Zusammensetzung einer mit APTES silanisierten 
Glasoberfläche im Vergleich zu der einer gereinigten Probe aufgeführt. Da der Bindungszustand 
des Kohlenstoffs besonders aufschlussreich für die Charakterisierung der Modifizierungsschritte 
ist, wird bei den folgenden Modifizierungsschritten stets das hochaufgelöste C1s-Spektrum mit 
aufgenommen. Die in geringen Mengen gemessenen Elemente (< 1 Atom-%) werden als Rest 
zusammengefasst. 
 
Tab. 4: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer Glasoberfläche vor und nach 
der Silanisierung mit APTES im Vergleich zu der berechneten Elementzusammen-
setzung einer idealen, monomolekularen APTES-Schicht 
 
Photolinie C1s Si2p Si2p O1s N1s Rest 
EB in eV 285,0 286,5 102,5 103,2 532,2 400,0 - 
Strukturelement C-C C-Si 
C-N 
C-O 
SiO2 
C-SiO3 
SiO2 
O-Si 
O-C N-C - 
APTES a 
berechnet in Atom-% 33,3 16,7 16,7 - 16,7 16,7 - 
Glas gereinigt 
gemessen in Atom-% 3,8 1,1 - 30,0 63,1 - 2,0 
b 
Glas/APTES 
gemessen in Atom-% 11,4 5,1 25,7 - 52,6 3,3 1,9 
b 
a Wegen der Rundung ergibt sich eine Summe von 100,1 Atom-%. b (Na, K, Zn, Ti) 
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Nach der Silanisierung mit APTES wird eine Steigerung des Kohlenstoffgehalts von 4,9 auf 
16,5 Atom-% sowie eine Verminderung des Siliciumanteils von 30,0 auf 25,7 Atom-% und des 
Sauerstoffgehalts von 63,1 auf 52,6 Atom-% beobachtet. Zudem werden 3,3 Atom-% Stickstoff 
an der silanisierten Glasoberfläche gemessen. Diese Veränderungen in der Elementzusammen-
setzung im Vergleich zum gereinigten Glas sprechen für eine erfolgreiche Oberflächenmodi-
fizierung mit APTES. Insbesondere der Stickstoffanteil ist ein Hinweis auf die eingeführten 
Aminogruppen. Beim Vergleich der gemessen Werte mit den berechneten Werten einer idealen, 
monomolekularen APTES-Schicht fallen die zu hohen Silicium- und Sauerstoffanteile sowie die 
zu niedrigen Kohlenstoff- und Stickstoffanteile auf. Diese Abweichungen kommen dadurch 
zustande, dass bei der Informationstiefe der XPS von ca. 6 nm nicht nur die Silanschicht, 
sondern in erheblichem Maße auch das darunterliegende Glas erfasst wird. Dafür spricht auch 
die Detektion von 1,9 Atom-% der anderen Glasbestandteile Natrium, Kalium, Zink und Titan. 
Ein weiterer Hinweis auf die gelungene Silanisierung ist die Verschiebung der Si2p-Photolinie 
von 103,2 eV beim gereinigten auf 102,5 eV beim silanisierten Glas. Diese ist auf eine 
Verringerung des Anteils des vierfach an Sauerstoff gebundenen Siliciums des Glases [SiO4] bei 
103,2 eV und eine Steigerung des Anteils des kohlenstoffgebundenen Siliciums der Polysiloxan-
schicht [C-SiO3] bei 101,8 eV zurückzuführen99. 
Im hochaufgelösten C1s-Spektrum der silanisierten Glasoberfläche werden zwei Photolinien 
detektiert. Der Peak bei 285,0 eV entspricht an Kohlenstoff und an Silicium gebundenem 
Kohlenstoff (C-C und C-Si). Der Peak bei 286,5 eV ist auf einfach an Stickstoff oder Sauerstoff 
gebundene Kohlenstoffspezies (C-O und C-N), in diesem Fall auf die primären Aminogruppen 
des Silans, zurückzuführen. Das gemessene Verhältnis der beiden Kohlenstoffspezies aus dem 
C1s-Spektrum der silanisierten Probe kommt mit 2,24:1 dem berechneten einer idealen, 
monomolekularen Polysiloxanschicht von 2:1 nahe. Der mit insgesamt 16,5 Atom-% im 
Verhältnis zum Stickstoff zu große Kohlenstoffanteil weist auf den Rest (4,9 Atom-%) der 
Verunreinigung mit Kohlenwasserstoffen hin, der durch den Reinigungsschritt nicht vollständig 
von der Glasoberfläche entfernt wurde. 
 
Unter bestimmten Voraussetzungen lässt sich durch XPS-Messungen eine Abschätzung der 
Schichtdicke von ultradünnen Beschichtungen vornehmen100. Dazu wird davon ausgegangen, 
dass die untersuchten Oberflächen glatt und die Beschichtungen homogen sind. Grundlage der 
Berechnung ist das Lambert-Beersche Gesetz, demzufolge elektromagnetische Strahlung in 
einem Medium eine exponentielle Abschwächung erfährt. Für die Berechnung der Schichtdicke 
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wird die Abschwächung der Si2p-Photoelektronen des Glases durch die Beschichtung heran-
gezogen. Nach Sofia et al. hängt die Intensitätsabnahme der Si2p-Photolinie gemäß Gl. 4 expo-
nentiell von der Schichtdicke, der mittleren freien Weglänge der Photoelektronen und dem 
Aufnahmewinkel ab101: 
 

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 −
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θλ sin
exp
0
d
I
I
      (4) 
 
mit I Intensität des Si2p-Photolinie nach der Beschichtung, 
 I0 Intensität des Si2p-Photolinie vor der Beschichtung, 
 d Schichtdicke, 
 λ mittlere freie Weglänge der Si2p-Photoelektronen und 
 θ Aufnahmewinkel. 
 
Durch Auflösen von Gl. 4 nach der Schichtdicke ergibt sich Gl. 5. 
 
( )IId lnlnsin 0 −= θλ      (5) 
 
Die mittlere freie Weglänge eines Si2p-Photoelektrons in organischem Material beträgt nach 
Sofia et al. 3,85 nm, die XPS-Messungen werden unter einem Aufnahmewinkel von 35° durch-
geführt. Mit den Siliciumanteilen des gereinigten und des mit APTES silanisierten Glases aus 
Tab. 4 ergibt sich aus Gl. 5 eine Schichtdicke von 0,3 nm. Die Dicke einer monomolekularen 
Belegung von 4-Aminobutyl-dimethyl-methoxysilan, bei dem keine Polymerisation möglich ist, 
beträgt nach Elender et al. 0,5 nm102. Park et al. haben bei der Silanisierung von Quarzsubstraten 
mit 3-Aminopropyl-dimethyl-ethoxysilan ellipsometrisch in trockenem Zustand eine Schicht-
dicke von 0,4 nm gemessen103. 
 
Die Kontaktwinkelmessungen und die XPS-Ergebnisse sowie der Vergleich der ermittelten 
Schichtdicke mit Literaturangaben lassen darauf schließen, dass die durchgeführte Silanisierung 
mit APTES zu einem aminofunktionellen Polysiloxannetzwerk auf der Glasoberfläche führt, 
dessen berechnete Schichtdicke einer vollständigen, monomolekularen Belegung nahe kommt. 
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4.2.2 Funktionalisierung durch Tauchbeschichtung mit Polyethylenimin 
Die gereinigten Glasoberflächen werden durch ein einfaches Tauchverfahren in einer wässrigen 
Lösung eines Polyethylenimins 2 (PEI) mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 25.000 
mit einem dünnen Polymerfilm überzogen. 
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PEI ist ein stark verzweigtes, wasserlösliches Polymer, das durch säurekatalysierte Homo-
polymerisation von Ethylenimin (Aziridin) hergestellt wird. Es zeichnet sich durch eine hohe 
Dichte an funktionellen Gruppen aus, die zu 30% auf primäre, zu 40% auf sekundäre und zu 
30% auf tertiäre Aminogruppen verteilt sind104. Purdy et al. haben an PEI-beschichteten Ober-
flächen eine Dichte von 8 primären Aminogruppen/nm² bestimmt105. Das entspricht der acht-
fachen Menge an Aminogruppen einer monomolekularen APTES-Schicht95. 
Die Adsorption des PEI in wässriger Lösung an Glas erfolgt aufgrund elektrostatischer Wechsel-
wirkungen zwischen den protonierten Aminogruppen des Polymeren (pKs 8 bis 10)106 und den 
deprotonierten Silanolgruppen der Glasoberfläche (pKs 3,6 bis 6,9)81. Nach Malmsten et al. ist 
sie praktisch irreversibel, und weder Puffermedien noch Proteinlösungen führen zu einer mess-
baren Desorption des Polymeren107,108. 
 
Durch die PEI-Beschichtung steigt der Kontaktwinkel der Glasoberfläche von 11 auf 49° (sessile 
drop) und von unter 20 auf 47° (captive bubble). Wie bei der Silanisierung mit APTES kommt 
die Hydrophobierung im Vergleich zur gereinigten Glasprobe durch die Einführung der 
unpolaren Ethyleneinheiten zustande. Aufgrund der hohen Dichte an Aminogruppen ist dieser 
Einfluss bei PEI jedoch geringer als bei APTES. 
 
Tab. 5 gibt eine Übersicht über die mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer 
Glasoberfläche vor und nach der Beschichtung mit PEI im Vergleich zu der theoretischen 
Elementzusammensetzung des reinen PEI. 
Minimierung der Proteinadsorption und Zelladhäsion an Glasoberflächen 27 
 
Tab. 5: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer Glasoberfläche vor und nach 
der Beschichtung mit PEI im Vergleich zu der berechneten Elementzusammensetzung 
von reinem PEI 
 
Photolinie C1s Si2p O1s N1s Rest 
EB in eV 285,0 286,5 288,3 103,2 532,2 400,0 - 
Strukturelement C-C C-N N-C=O SiO2 O-Si N-C - 
PEI 
berechnet in Atom-% - 66,7 - - - 33,3 - 
Glas gereinigt 
gemessen in Atom-% 3,8 1,1 - 30,0 63,1 - 2,0 
a 
Glas/PEI 
gemessen in Atom-% 4,2 18,1 1,1 22,2 44,0 8,9 1,5 
b 
a (Na, K, Zn, Ti), b (K, Zn, Ti) 
 
Der Kohlenstoffgehalt steigt nach der PEI-Beschichtung von 4,9 auf insgesamt 23,4 Atom-%, 
wohingegen der Siliciumanteil von 30,0 auf 22,2 Atom-% und der Sauerstoffanteil von 63,1 auf 
44,0 Atom-% abfallen. An der modifizierten Glasoberfläche werden 8,9 Atom-% Stickstoff als 
neues Element detektiert. Der Anteil der anderen Glaskomponenten (K, Ti, Zn) verringert sich 
auf 1,5 Atom-%. Die Veränderungen in der Elementzusammensetzung sprechen für die erfolg-
reiche Beschichtung der Glasoberfläche mit PEI. Der Stickstoffgehalt lässt auf die Einführung 
von Aminogruppen schließen. 
Im hochaufgelösten C1s-Spektrum der PEI-beschichteten Probe werden 4,2 Atom-% alipha-
tischer Kohlenstoff (C-C) bei 285,0 eV gemessen, der durch Verunreinigung der Oberfläche mit 
Kohlenwasserstoffen hervorgerufen wird. Als stärkstes Signal mit 18,1 Atom-% wird der an 
Stickstoff gebundene Kohlenstoff (C-N) bei 286,5 eV detektiert. Mit 1,1 Atom-% erscheint bei 
288,3 eV der an Stickstoff und Sauerstoff gebundene Kohlenstoff (N-C=O). Dieser Peak wurde 
von Morra et al. ebenfalls bei adsorbierten PEI-Schichten beobachtet und auf eine Verunrei-
nigung des PEI zurückgeführt109. 
Das berechnete Verhältnis des an Stickstoff gebundenen Kohlenstoffs bei 286,5 eV im hochauf-
gelösten C1s-Spektrum zu Stickstoff in reinem PEI beträgt 2:1. Das bei der PEI-beschichteten 
Glasoberfläche ermittelte Verhältnis kommt diesem mit 2,03:1 sehr nahe. 
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Nach dem im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Verfahren wird die Dicke der PEI-
Beschichtung aus den Siliciumanteilen vor und nach der Modifizierung berechnet. Sie beträgt 
0,7 nm und liegt damit unterhalb des in der Literatur durch Ellipsometrie in trockenem Zustand 
bestimmten Wertes von 1 nm für auf Glas durch spin coating aufgebrachtes PEI110. Ellipso-
metrische Messungen in wässriger Lösung, in der sich das PEI mit einer Hydrathülle umgibt und 
sein Volumen vergrößert, ergaben Schichtdicken von 3 bis 4 nm41,108,111. Ein direkter Vergleich 
der ermittelten Schichtdicke mit den Literaturwerten ist allerdings aufgrund der abweichenden 
Beschichtungstechniken und der unterschiedlichen Analysemethoden nicht möglich. 
 
Die Stabilität und die Haftung der PEI-Beschichtung wird anhand des Kontaktwinkels und durch 
XPS-Untersuchung nach einer 10-minütigen Ultraschallbehandlung in Wasser überprüft. Da 
nach der Behandlung keine Veränderungen im Benetzungsverhalten und in der chemischen Zu-
sammensetzung festzustellen sind, wird von einer ausreichenden Stabilität der Beschichtung 
ausgegangen. 
 
4.3 Immobilisierung von hydrophilen Polymeren an den funktionalisierten 
Glasoberflächen 
4.3.1 Immobilisierung von O-Methyl-O'-(3-oxopropyl)-polyethylenglykol 
PEG ist in großer Vielfalt kommerziell erhältlich. Für biomedizinische Anwendungen wird in 
der Regel lineares PEG mit einem Polydispersitätsindex von Mw/Mn unter 1,1 und mit mittleren 
Molekulargewichten Mw von 1.000 bis 20.000 eingesetzt112. Zur kovalenten Immobilisierung an 
Biomaterialoberflächen wird häufig monomethoxyliertes PEG (M-PEG) verwendet. Die reaktive 
Endgruppe, in der Regel eine Hydroxyl-, Amino- oder Aldehydgruppe, kann gezielt zur 
Kopplung herangezogen werden, wohingegen der inerte Methylether dem umgebenden Medium 
präsentiert wird. Auf diese Art werden Nebenreaktionen wie z.B. die zweifache Bindung über 
beide Termini der PEG-Kette an der Oberfläche unterbunden und homogene Beschichtungen 
erhalten. 
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In dieser Arbeit wird ein aldehydterminiertes M-PEG 3 (O-Methyl-O'-(3-oxopropyl)-poly-
ethylenglykol, M-PEG-Ald) mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 5.000 an den amino-
funktionalisierten Glasoberflächen immobilisiert. 
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Die Kopplung an die durch Silanisierung mit APTES oder durch PEI-Beschichtung gebildeten 
Aminogruppen erfolgt durch reduktive Aminierung des M-PEG-Ald mit Natriumcyanoborhydrid 
in einem Phosphatpuffer. Schema 4 zeigt die Immobilisierungsreaktion. 
 
N O O CH3n
 
NH2
NH2
+
NH2
O O CH3n
 
O
N O O CH3n
 
N O O CH3n
 
N
H
O O CH3n
 
NaCNBH3 N
H O
O
CH3n
 
N
H
O O CH3n
 
pH 6,3
- H2O
3
 
Schema 4: Immobilisierung von M-PEG-Ald an Oberflächenaminogruppen durch reduktive 
Aminierung mit Natriumcyanoborhydrid 
 
Bei pH 6,3 reagiert das Reduktionsmittel nicht mit der Carbonylgruppe. Die Aldehydgruppe des 
M-PEG-Ald und eine primäre Aminogruppe der Oberfläche bilden zunächst eine Schiffsche 
Base, die durch Natriumcyanoborhydrid zum sekundären Amin reduziert wird113. Die Reaktion 
wird bei einer Temperatur von 60°C und unter Zugabe von 11% (w/v) Kaliumsulfat unter cloud 
point Bedingungen durchgeführt. Unter diesen Bedingungen ist PEG nur marginal gelöst und die 
Hydratisierung der Ketten unvollständig, sodass der Raumbedarf der einzelnen Ketten reduziert 
und die Abstoßung zwischen den einzelnen Makromolekülen minimal ist. Auf diese Art konnten 
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Kingshott et al. und Ademovic die PEG-Kopplungsdichte an plasmapolymerisierten Substraten 
bzw. an funktionalisierten Polyvinylidenfluorid-Oberflächen optimieren114,115. 
 
Bei der silanisierten Probe sinkt der Kontaktwinkel von 55° (sessile drop) und 53° (captive 
bubble) auf 34° bzw. 28° nach der PEG-Kopplung. Bei der PEI-beschichteten Probe erniedrigt 
er sich von 49° (sessile drop) und 47° (captive bubble) auf 32° bzw. 25°. Die gemessenen 
Kontaktwinkel weisen auf eine gelungene Immobilisierung des M-PEG-Ald an beiden amino-
funktionalisierten Oberflächen hin. Die stärkere Benetzbarkeit mit Wasser ist durch die Ein-
führung der hydrophilen PEG-Ketten zu erklären. Der hydrophile Charakter von PEG beruht auf 
der Fähigkeit, Wassermoleküle über Wasserstoffbrückenbindungen um den Ethersauerstoff an-
zuordnen116. Die Differenz zwischen dem sessile drop und captive bubble Kontaktwinkel von 6° 
bei silanisiertem Glas und 7° bei PEI beschichtetem Glas ist eine Folge der Hydratisierung der 
PEG-Oberfläche im vorgequollenen Zustand. Die Benetzbarkeit von Glas/ APTES/M-PEG und 
Glas/PEI/M-PEG mit Wasser ist vergleichbar und gibt keinen Aufschluss über einen möglichen 
Unterschied in der Kopplungsdichte der PEG-Ketten an die beiden unterschiedlich funktio-
nalisierten Oberflächen. 
 
Tab. 6 zeigt die theoretische Elementzusammensetzung von reinem PEG und die durch XPS 
ermittelte Elementzusammensetzung der funktionalisierten Glasoberflächen vor und nach der 
Immobilisierung von M-PEG. 
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Tab. 6: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung von mit APTES und PEI funktio-
nalisierten Glasoberflächen vor und nach der Immobilisierung von M-PEG im Ver-
gleich zu der berechneten Elementzusammensetzung von reinem PEG 
 
Photolinie C1s Si2p Si2p O1s N1s Rest 
EB in eV 285,0 286,5 288,3 102,5 103,2 532,2 400,0 - 
Strukturelement C-C C-Si 
C-N 
C-O N-C=O 
SiO2 
C-SiO3 
SiO2 
O-C 
O-Si N-C - 
PEG 
berechnet in Atom-% - 66,7 - - - 33,3 - - 
Glas/APTES 
gemessen in Atom-% 11,4 5,1 - 25,7 - 52,6 3,3 1,9 
a 
Glas/APTES/M-PEG 
gemessen in Atom-% 10,2 15,2 - 21,9 - 48,8 2,7 1,2 
b 
Glas/PEI 
gemessen in Atom-% 4,2 18,1 1,1 - 22,2 44,0 8,9 1,5 
c 
Glas/PEI/M-PEG 
gemessen in Atom-% 4,8 33,8 1,2 - 14,7 36,5 8,0 1,0 
d 
a (Na, K, Zn, Ti), b (Na, K, Zn, Ti, P), c (K, Zn, Ti), d (K, Zn, Ti, P) 
 
Bei der silanisierten Oberfläche steigt der Kohlenstoffgehalt nach der PEG-Kopplung von 16,5 
auf 25,4 Atom-%, bei der PEI-beschichteten nimmt er von 23,4 auf 39,8 Atom-% zu. Der 
Siliciumanteil verringert sich auf der silanisierten Oberfläche durch die Immobilisierung des 
M-PEG-Ald von 25,7 auf 21,9 Atom-% und bei dem PEI-beschichteten Glas von 22,2 auf 
14,7 Atom-%. Der Sauerstoffanteil nimmt im Fall der silanisierten Oberfläche von 52,6 auf 
48,8 Atom-% bzw. von 44,0 auf 36,5 Atom-% beim PEI ab. Der Stickstoffgehalt bleibt durch 
die Modifizierung mit PEG an beiden funktionalisierten Oberflächen nahezu unverändert. Die 
Zunahme des Kohlenstoffgehalts und die Verringerung der Sauerstoff- sowie der Siliciumanteile 
sprechen für die an beiden funktionalisierten Glasoberflächen erfolgte PEG-Kopplung. 
Die Intensitätszunahme des Peaks des einfach an Sauerstoff gebundenen Kohlenstoffs (C-O) in 
den hochaufgelösten C1s-Spektren bei 286,5 eV von 5,1 Atom-% auf 15,2 Atom-% bei der mit 
APTES silanisierten und von 18,1 auf 33,8 Atom-% bei der PEI-beschichteten Glasoberfläche 
kann als Beweis für die Kopplung des M-PEG-Ald herangezogen werden. Dabei ist die Steige-
rung des Etherkohlenstoffs an der PEI-beschichteten Glasoberfläche mit 15,7 Atom-% höher als 
an der mit APTES silanisierten (10,1 Atom-%). Dieses deutet auf eine höhere PEG-Kopplungs-
dichte an dem aminogruppenreicheren PEI hin. 
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Aus Tab. 6 geht hervor, dass die theoretische Elementzusammensetzung des reinen PEG von 
zwei Dritteln Etherkohlenstoff und einem Drittel Sauerstoff bei keiner der beiden Beschich-
tungen erreicht wird. Die Polymerbeschichtungen scheinen sehr dünn zu sein, da trotz der 
geringen Informationstiefe der XPS von ca. 6 nm jeweils sowohl die Funktionalisierungsschicht 
als auch das Glas erfasst werden. Es ist jedoch zu berücksichtigen, dass die Proben bei der XPS 
im trockenen Zustand im Hochvakuum gemessen werden. Im ungequollenen Zustand ist der 
Raumbedarf der PEG-Ketten viel geringer als in wässriger Umgebung. 
 
Nach dem in Kap. 4.2.1 beschriebenen Verfahren wird anhand der Intensitätsabnahme der Si2p-
Photolinie die Dicke der immobilisierten PEG-Schichten berechnet. Sie beträgt an der silanisier-
ten Glasoberfläche 0,4 nm und an der PEI-beschichteten 0,9 nm. Diese Werte sind niedriger als 
die Literaturangaben, nach denen infolge der Immobilisierung von PEG mit mittleren Mole-
kulargewichten Mw von 5.000 bzw. 10.000 aus XPS-Daten eine Schichtdicke von 1,3 bis 1,9 nm 
errechnet wurde101,117. Bei der Verwendung von PEG mit mittleren Molekulargewichten Mw von 
2.000 bis 5.000 wurden ellipsometrisch Schichtdicken von 1 bis 2 nm im trockenen Zu-
stand118,119 und von 5 bis 7 nm in wässriger Umgebung bestimmt41,108,111. 
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4.3.2 Immobilisierung von O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl]-
polyethylenglykol 
Als Alternative zur Funktionalisierung von Glasoberflächen mit APTES oder PEI und anschlie-
ßenden Kopplung von M-PEG-Ald wird O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbami-
dyl]-polyethylenglykol 4 (M-PEG-Silan) als Silanisierungsreagenz eingesetzt, welches das 
M-PEG bereits enthält. 
 
Si
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Die Beschichtung mit M-PEG-Silan bietet den Vorteil, dass die Reaktion in einem einzigen 
Schritt erfolgt. In mehrstufigen Verfahren besteht bei jedem einzelnen Reaktionschritt die Ge-
fahr eines nicht vollständigen Umsatzes. So kann die Kopplungsdichte des PEG an einer Glas-
oberfläche zum einen durch eine unvollständige Funktionalisierung und zum anderen durch eine 
mangelhafte Kopplungsreaktion eingeschränkt werden. 
Die Silanisierung mit M-PEG-Silan ist vergleichbar mit der Bildung eines self-assembled 
monolayer (SAM)120. SAM sind hoch geordnete und dicht gepackte monomolekulare Schichten 
von organischen Molekülen, die sich durch Wechselwirkungen mit benachbarten Molekülen und 
der Oberfläche selbst organisieren121. Bekannte Beispiele für derartige Systeme sind Alkylthiole 
auf Edelmetallen wie Gold oder Silber122, Alkylphosphate an Metalloxiden123 sowie Alkyl-
trichlor- und Alkyltrialkoxysilane an hydroxylgruppenhaltigen Oberflächen124. Mit SAM von 
oligoethylenglykolterminierten Alkylthiolen auf Goldoberflächen konnten Whitesides et al. gute 
Ergebnisse in Bezug auf eine proteinabweisende Wirkung erzielen125. Analog dazu haben 
Laibinis et al. SAM von oligoethylenglykolterminierten Alkyltrichlorsilanen126 und Ferrari et al. 
die SAM eines Polyethylenglykoltrichlorsilans127 als proteinabweisende Beschichtungen unter-
sucht. 
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4.3.2.1 Darstellung von O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl]-
polyethylenglykol 
Das M-PEG-Silan wird in Anlehnung an die Methode von Jo und Park128 dargestellt. Schema 5 
beschreibt die Synthese. 
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Schema 5: Darstellung von M-PEG-Silan aus 3-Isocyanatopropyl-triethoxysilan und M-PEG 
mit Dibutylzinndilaurat als Katalysator 
 
Dabei wird ein kommerziell erhältliches M-PEG 6 mit einem mittleren Molekulargewicht Mw 
von 5.000 mit 3-Isocyanatopropyl-triethoxysilan 5 unter Ausbildung einer Urethanbindung um-
gesetzt. Die Reaktion wird unter Stickstoffatmosphäre in trockenem Tetrahydrofuran (THF) mit 
Dibutylzinndilaurat (DBZDL) als Katalysator durchgeführt. Der Zinnkatalysator erhöht die 
Elektrophilie des Isocyanats129. Die Charakterisierung des Produkts erfolgt durch NMR-Spektro-
skopie und mit Hilfe der MALDI-TOF-MS. 
 
Das 1H-NMR-Spektrum des Edukts M-PEG in deuteriertem Chloroform (CDCl3) und mit 
Tetramethylsilan (TMS) als internem Standard enthält nur zwei Signale: ein sehr intensives bei 
3,65 ppm, das von den Methylenprotonen der PEG-Kette herrührt, sowie ein sehr schwaches 
Signal bei 3,38 ppm, das auf die Methylprotonen der Endgruppe zurückzuführen ist (siehe Abb. 
A2 im Anhang). Das 13C-NMR-Spektrum (ohne Abbildung) weist nur die Signale des Ketten-
kohlenstoffs bei 70,46 ppm auf. Das Signal des Methylkohlenstoffs der Endgruppe kann wegen 
seiner geringen Intensität nicht identifiziert werden. 
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Abb. 2 zeigt das 1H-NMR-Spektrum von M-PEG-Silan in CDCl3 mit TMS als Standard. 
 
 
Abb. 2: 1H-NMR-Spektrum von M-PEG-Silan in CDCl3 mit TMS als internem Standard 
 
Neben den Methylenprotonen 7 der Kette bei 3,65 ppm und den Methylprotonen 8 der einen 
Endgruppe bei 3,38 ppm werden im Gegensatz zum Spektrum des M-PEG neue Signale von 
geringer Intensität gemessen, die das Produkt als M-PEG-Silan identifizieren. Das Triplett bei 
1,23 ppm und das Quartett bei 3,83 ppm stammen von den Methylenprotonen 2 bzw. den 
Methylprotonen 1 der drei Ethoxygruppen des Silans, das Triplett bei 0,62 ppm, das Quintett bei 
1,61 ppm und das Quartett bei 3,16 ppm sind den Methylenprotonen 3, 4 und 5 der Brücke 
zwischen Silan und PEG-Kette zuzuordnen. Darüber hinaus erscheint tieffeldverschoben bei 
4,21 ppm das Triplett der Methylenprotonen 6 der ersten PEG-Einheit, die sich unmittelbar an 
die Urethanbindung mit dem Silan anschließt. Das Aminproton der Urethanbindung ist ebenfalls 
als breites Singulett bei 5,05 ppm zu erkennen. Das 13C-NMR-Spektrum des M-PEG-Silans 
(ohne Abbildung) zeigt nur das Signal des Kohlenstoffs aus der PEG-Kette bei 70,45 ppm. Die 
Signalintensitäten der anderen Kohlenstoffspezies aus den Endgruppen sind zu gering und 
können nicht identifiziert werden. 
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Eine weitere Methode zur Charakterisierung der Endgruppenmodifizierung des M-PEG stellt die 
MALDI-TOF-MS dar130. Die MALDI-TOF-MS ist eine Analysemethode zur Molekularge-
wichtsbestimmung und Strukturaufklärung von Peptiden, Proteinen sowie synthetischen Makro-
molekülen mit einer sehr hohen Massenauflösung und niedrigen Detektionsgrenzen131. Bei der 
Standardpräparation dieser Methode werden die gelösten Analytmoleküle mit der Lösung einer 
photoaktiven Matrix vermischt. Diese Mischung wird auf einen Probenträger aufgetragen und 
getrocknet. Beim Verdampfen des Lösungsmittels kristallisiert die Matrix aus und schließt die 
Analytmoleküle in die Kristalle ein. Die Probe wird im Hochvakuum mit einem Laser angeregt 
und einem elektrischen Feld ausgesetzt. Die Matrix nimmt die Energie des Lasers auf und 
desorbiert gemeinsam mit den Analytmolekülen von dem Träger. Die Matrixanregung ist im 
Vergleich zur Stoßionisation so schonend, dass das Analytmolekül in der Regel nicht frag-
mentiert und die Masse des gesamten Molekülions im Flugrohr als Verhältnis der relativen 
Molekülmasse mr zur effektiven Anzahl z der Elementarladungen des Ions (m/z) bestimmt 
werden kann. 
 
Bei der Modifizierung der Endgruppen von Polymeren verschiebt sich die Molekulargewichts-
verteilung um die entsprechende Differenz zwischen Gesamtmasse der alten und der Gesamt-
masse der neuen Endgruppe, ohne dass sich die Polydispersität der Verteilung ändert132. 
 
Für die Standardpräparation von Polymeren haben sich unter anderen 1,8,9-Trihydroxyantracen 
(Dithranol) und 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) als Matrix etabliert. Im MALDI-TOF-Mas-
senspektrum von Polymeren erscheinen die Peaks als homologe Verteilungen der Addukte mit 
Protonen, Natrium- und Kaliumionen. Durch den Zusatz eines Ionisierungssalzes mit einem 
Leitkation lassen sich die Adduktverteilungen anderer Kationen zurückdrängen. 
 
In Abb. 3 ist das MALDI-TOF-Massenspektrum von M-PEG nach Standardpräparation mit 
DHB als Matrix und Natriumtrifluoracetat (NaTFA) als Ionisierungsagenz auf einem Edelstahl-
träger dargestellt. Der vergrößerte Ausschnitt zeigt exemplarisch die intensitätsstärksten Peaks 
in der Mitte der Verteilung. 
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Abb. 3: MALDI-TOF-Massenspektrum von M-PEG (Standardpräparation mit DHB als Matrix 
und NaTFA als Ionisierungsagenz auf einem Edelstahlträger) 
 
Das Spektrum enthält eine Peakserie mit dem für eine PEG-Molekulargewichtsverteilung cha-
rakteristischen Abstand von 44, die auf die homologe Reihe der mit Natriumkationen ionisierten 
M-PEG-Ketten zurückzuführen ist. Diese Molekülionen werden als [M+Na]+ bezeichnet. Die 
m/z-Werte der Peaks sind in Tab. A1 im Anhang vollständig aufgelistet. Eine gewichtete Inte-
gration über alle Signalintensitäten im Bereich 4.000 ≤ m/z ≤ 6.200 ergibt einen Zahlenmittel-
wert des Molekulargewichts Mn von 5.016, einen Gewichtsmittelwert des Molekulargewichts 
Mw von 5.093 sowie einen Polydispersitätsindex Mw/Mn von 1,02. 
 
In Tab. 7 sind die Struktur und die relativen Molekülmassen mr der Wiederholungseinheit (WE) 
und der Endgruppen (EG) der Molekülionen der Polymerkette zusammengefasst. Ferner werden 
exemplarisch die experimentell ermittelten m/z-Werte der vier intensitätsstärksten Peaks in der 
Mitte der Verteilung mit den theoretisch zu erwartenden m/z-Werten der mit Na+ ionisierten M-
PEG-Oligomere mit dem Polymerisationsgrad n von 112 bis 115 verglichen. Für die Berechnung 
werden die Atommassen mit natürlicher Isotopenverteilung zugrundegelegt. 
 
38 Minimierung der Proteinadsorption und Zelladhäsion an Glasoberflächen 
 
Tab. 7: Struktur und relative Molekülmassen der Molekülionen [M+Na]+ von M-PEG; theo-
retische und experimentelle m/z-Werte der Oligomere mit n = 112 - 115 
 
Struktur des Molekülions mr (EG, WE) n m/zexp. m/ztheor. 
H3C- 15,035 112 4.989,3 4.989,0 
-[-O-CH2-CH2-]n- 44,054 113 5.033,0 5.033,1 
-OH 17,008 114 5.076,7 5.077,2 
Na+ 22,990 115 5.121,6 5.121,2 
 
Da unter den Messbedingungen die einzelnen Isotope der Molekülionen nicht aufgelöst werden, 
sind bei den experimentellen Daten nicht die Werte des monoisotopischen Adduktions, sondern 
die des jeweiligen Peakmaximums angegeben. Das Peakmaximum entspricht dem Molekülion, 
das gemäß der natürlichen Isotopenverteilung am häufigsten auftritt. Die experimentell gefun-
denen m/z-Werte stimmen bis auf die erste Dezimalstelle mit den berechneten Werten für das 
Kation [M+Na]+ mit einer natürlichen Isotopenverteilung überein. 
 
Abb. 4 gibt das MALDI-TOF-Massenspektrum von M-PEG-Silan wieder. 
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Abb. 4: MALDI-TOF-Massenspektrum von M-PEG-Silan (Standardpräparation mit DHB als 
Matrix und NaTFA als Ionisierungsagenz auf einem Edelstahlträger) 
 
Es enthält wie das Massenspektrum von M-PEG eine Peakserie mit dem charakteristischen 
Abstand von 44, die auf die homologe Reihe der mit Natriumkationen ionisierten M-PEG-Silan-
Ketten [M+Na]+ zurückzuführen ist. Eine vollständige Aufstellung der m/z-Werte der Peaks 
befindet sich in Tab. A1 im Anhang. Die gewichtete Integration über alle Signalintensitäten im 
Bereich 4.200 ≤ m/z ≤ 6.400 ergibt im Vergleich zum M-PEG höhere Kenndaten der Molekular-
gewichtsverteilung: Der Zahlenmittelwert des Molekulargewichts Mn steigt von 5.016 auf 5.276 
und das Gewichtsmittel Mw von 5.093 auf 5.337, wobei der Polydispersitätsindex Mw/Mn mit 
1,01 nahezu unverändert bleibt. Die Erhöhung der experimentell bestimmten Mittelwerte um 
260 (Mn) bzw. 244 (Mw) steht in guter Übereinstimmung mit der berechneten Steigerung um 
247, die sich aus der Differenz der Massen der N-(3-(Triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl-End-
gruppe (264) und der Hydroxyl-Endgruppe (17) ergibt. 
 
In Tab. 8 sind die Struktur sowie die relativen Molekülmassen mr der WE und der EG von 
M-PEG-Silan zusammengefasst und die experimentellen den berechneten m/z-Werten der 
Molekülionen mit einem Polymerisationsgrad n von 112 bis 115 gegenübergestellt. 
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Tab. 8: Struktur und relative Molekülmassen der Molekülionen [M+Na]+ von M-PEG-Silan; 
theoretische und experimentelle m/z-Werte der Oligomere mit n = 112 - 115 
 
Struktur des Molekülions mr (EG, WE) n m/zexp. m/ztheor. 
H3C- 15,035 112 5.236,3 5.236,4 
-[-O-CH2-CH2-]n- 44,054 113 5.280,6 5.280,5 
-O-C(O)-NH-CH2-CH2-CH2-
Si(-O-CH2-CH3)3 
264,371 114 5.325,2 5.324,5 
Na+ 22,990 115 5.368,7 5.368,6 
 
Die experimentellen Werte des endgruppenmodifizierten Polymeren, also die Maxima der beob-
achteten Peaks, weichen lediglich in der ersten Dezimalstelle von den berechneten Werten der 
Molekülionen mit natürlicher Isotopenverteilung ab. 
 
Neben der Peakserie des M-PEG-Silans sind noch andere Peaks von geringerer Intensität im 
Spektrum enthalten, die auf unmodifiziertes M-PEG zurückzuführen sind. 
 
4.3.2.2 Silanisierung mit O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl]-
polyethylenglykol 
Die Silanisierung mit M-PEG-Silan wird analog zu der Silanisierung mit APTES in wasser-
freiem Toluol unter Rückfluss durchgeführt. Die Ausbildung einer idealen, dicht gepackten 
M-PEG-Silan-Schicht an einer Glasoberfläche unter wasserfreien Bedingungen ist in Schema 6 
dargestellt. 
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Schema 6: Silanisierung einer Glasoberfläche mit M-PEG-Silan 
 
Aufgrund des Mangels an Wasser, das die Hydrolyse des Silans und eine Polymerisation in der 
Lösung induzieren könnte, ist davon auszugehen, dass die bevorzugte Reaktion die Konden-
sation mit den Silanolgruppen der Glasoberfläche unter Abspaltung von Ethanol ist. Diese kann 
entweder durch an der Glasoberfläche adsorbiertes Restwasser oder benachbarte Siloxanbin-
dungen katalysiert werden96. 
 
Im Vergleich zum sehr hydrophilen, gereinigten Glas mit einem sessile drop Kontaktwinkel von 
11° zeigt die mit M-PEG-Silan modifizierte Oberfläche mit 28° eine geringere Benetzbarkeit. 
Wie beim gereinigten Glas ist mit der captive bubble Methode kein Kontaktwinkel messbar, da 
die Luftblase nicht abgesetzt werden kann. Es wird daher ein captive bubble Kontaktwinkel von 
<20° festgelegt. Wie bei den an APTES oder an PEI immobilisierten PEG-Schichten ist eine 
deutliche Differenz zwischen den durch die beiden unterschiedlichen Methoden ermittelten 
Kontaktwinkeln festzustellen, die in der starken Hydratisierung der vorgequollenen Probe bei 
der captive bubble Methode begründet liegt. Die gemessenen Kontaktwinkel an Glas/M-PEG-
Silan liegen etwas niedriger als die der anderen beiden mit M-PEG modifizierten Glasober-
flächen (34 bzw. 28° bei Glas/APTES/M-PEG und 32 bzw. 25° bei Glas/PEI/M-PEG). Die 
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höhere Hydrophilie lässt auf eine höhere Kopplungsdichte des hydrophilen Polymeren durch die 
Silanisierung mit M-PEG-Silan als bei den zweistufigen Verfahren schließen. 
 
In Tab. 9 sind die durch XPS ermittelten Elementzusammensetzungen einer gereinigten und 
einer mit M-PEG-Silan beschichteten Glasoberfläche im Vergleich zu der berechneten Element-
zusammensetzung einer idealen, monomolekularen M-PEG-Silan-Schicht (vgl. Schema 6) ge-
genübergestellt. 
 
Tab. 9: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer Glasoberfläche vor und nach 
der Silanisierung mit M-PEG-Silan im Vergleich zu der berechneten Elementzusam-
mensetzung einer idealen, monomolekularen M-PEG-Silan-Schicht 
 
Photolinie C1s Si2p Si2p O1s N1s Rest 
EB in eV 285,0 286,5 289,1 102,2 103,2 532,2 400,0 - 
Strukturelement C-C C-Si 
C-O 
C-N N-C(O)-O 
C-SiO3 
SiO2 
SiO2 
O-C 
O-Si N-C - 
M-PEG-Silan 
berechnet in Atom-% 0,6 65,1 0,3 0,3 - 33,4 0,3 - 
Glas gereinigt 
gemessen in Atom-% 3,8 1,1 - - 30,0 63,1 - 2,0 
a 
Glas/M-PEG-Silan 
gemessen in Atom-% 3,4 26,2 1,3 19,5 - 47,6 0,9 1,1 
b 
a (Na, K, Zn, Ti), b (Na, K, Zn) 
 
Nach der Oberflächenmodifizierung wird eine deutliche Veränderung in der Elementzusammen-
setzung im Vergleich zum gereinigten Glas beobachtet. Die Steigerung des Kohlenstoffgehalts 
von 4,9 auf 30,9 Atom-% und die Einführung von 0,9 Atom-% Stickstoff sind Hinweise auf die 
erfolgreiche Immobilisierung des M-PEG-Silan. Gleichzeitig nehmen nach der Modifizierung 
der Siliciumanteil von 30,0 auf 19,5 Atom-% und der Sauerstoffanteil von 63,1 auf 
47,6 Atom-% ab. Dieses deutet auf eine Verminderung des Glasanteils in der durch die XPS 
erfasste Informationstiefe von 6 nm hin. Dafür spricht auch die Abnahme des Anteils der 
übrigen Glasbestandteile von 2,0 auf 1,1 Atom-% nach der Oberflächenmodifizierung. Ein an-
derer Hinweis auf die erfolgreiche Silanisierung ist die Verschiebung der Si2p-Photolinie von 
103,2 auf 102,2 eV, die auf die Einführung des an Kohlenstoff gebundenen Siliciums [C-SiO3] 
bei 101,8 eV zurückzuführen ist (vgl. Kap. 4.2.1). 
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Die Anwesenheit der PEG-Ketten wird anhand des an Sauerstoff gebundenen Kohlenstoffs 
(C-O) bei 286,5 eV im hochaufgelösten C1s-Spektrum nachgewiesen. In diesem Peak ist auch 
der Kohlenstoff enthalten, der an den Stickstoff der Urethanbindung des M-PEG-Silans gebun-
den ist (C-N). Die anderen Photolinien bei 285,0 und 289,1 eV sind ebenfalls auf das M-PEG-
Silan zurückzuführen. Die erste ist dem an Kohlenstoff und an Silicium gebundenen Kohlenstoff 
(C-C und C-Si) des Silans, die andere dem Kohlenstoff in der Urethanbindung (N-C(O)-O) 
zwischen Silan und PEG-Kette zuzuordnen. 
Für die berechnete Elementzusammensetzung der idealen, monomolekularen M-PEG-Silan-
Schicht wird ein Polymerisationsgrad von n = 114 zugrunde gelegt, da dieses Oligomer dem 
durch MALDI-TOF-MS bestimmten Gewichtsmittel des Molekulargewichtes Mw am nächsten 
kommt (vgl. Kap. 4.3.2.1). Alle theoretisch zu erwartenden Elemente bzw. Bindungszustände 
werden an der mit M-PEG-Silan modifizierten Probe experimentell beobachtet. Es ist jedoch 
eine deutliche Abweichung zwischen den theoretischen und den gemessenen Elementanteilen 
festzustellen. Wie bei den mit APTES silanisierten und den mit PEI beschichteten Glasober-
flächen beruht diese darauf, dass auch nach der Modifizierung mit M-PEG-Silan ein nicht zu 
vernachlässigender Glasanteil detektiert wird. Daraus kann geschlossen werden, dass es sich bei 
der M-PEG-Silan-Beschichtung nicht um eine dicht gepackte Anordnung aufrecht stehender 
PEG-Ketten handelt. Die PEG-Moleküle scheinen vielmehr unregelmäßig angeordnet zu sein 
und flach auf der Glasoberfläche zu liegen. Wie bei den Oberflächen Glas/APTES/M-PEG und 
Glas/PEI/M-PEG ist auch hier zu berücksichtigen, dass die Proben im trockenen Zustand gemes-
sen werden. 
 
Die stärkeren Veränderungen in der Elementzusammensetzung durch die Silanisierung mit 
M-PEG-Silan, insbesondere die Steigerung des Anteils des an Sauerstoff gebundenen Kohlen-
stoffs um 25,1 Atom-% im Vergleich zum gereinigten Glas, weisen auf eine höhere PEG-
Kopplungsdichte als bei den beiden zweistufigen Verfahren zur PEG-Immobilisierung (Glas/ 
APTES/M-PEG bzw. Glas/PEI/M-PEG) hin. Bei diesen wird der C-O-Anteil lediglich um 10,1 
bzw. 15,7 Atom-% erhöht (vgl. Kap. 4.3.1). 
 
Die Berechnung nach Gl. 5 des in Kap. 4.2.1 beschriebenen Verfahrens zur Schichtdicken-
bestimmung aus der Intensitätsabnahme der Si2p-Photolinie führt zu einer Schichtdicke von 
1,0 nm. Dieser Wert stimmt mit Literaturangaben über SAM von 3-Oligoethylenglykolpropyl-
trimethoxysilanen, die 3 bis 9 Ethylenglykoleinheiten enthalten, überein. Für diese wurden durch 
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XPS Schichtdicken von 0,8 bis 1,5 nm gemessen100. Für SAM von Alkyltrichlorsilanen, bei 
denen Di- oder Triethylenglykol als Endgruppe an eine aliphatische Undecylkette gebunden ist, 
bestimmten Lee und Laibinis ellipsometrisch im trockenen Zustand Schichtdicken von 1,8 bis 
2,0 nm126. 
 
4.3.3 Immobilisierung von carboxymethyliertem Dextran 
Neben PEG werden häufig auch Polysaccharide als protein- und zellabweisende Beschichtungen 
eingesetzt20. Sie zeichnen sich durch die gleichen Eigenschaften wie PEG aus: Sie bilden neu-
trale, hydrophile und stark quellbare Polymeroberflächen mit wahllos orientierten Ketten. Ein 
Vorteil der Polysaccharide besteht darin, dass über das ganze Makromolekül verteilt funktionelle 
Gruppen für die kovalente Kopplung oder für eine weitere Modifizierung zur Verfügung stehen, 
während bei linearem PEG lediglich die beiden Endgruppen der Kette dazu herangezogen 
werden können. Insofern erscheint eine dichte, gleichmäßige Beschichtung als wahrscheinlicher. 
Harris et al. haben den Einfluss der Art der Immobilisierung über eine terminale Aldehydgruppe 
(end on) eines unmodifizierten Dextrans einerseits und über mehrere Seitenfunktionen (side on) 
eines oxidierten Dextrans andererseits untersucht133. Sie stellten fest, dass in der side on Konfi-
guration trotz einer geringeren Schichtdicke mehr Dextran an die Oberfläche gebunden ist und 
dass durch diese dichtere Polymerbelegung eine stärkere Proteinresistenz erzielt wird. 
Ferner bieten die zahlreichen Hydroxylgruppen der einzelnen Zuckerbausteine die Möglichkeit 
zur Immobilisierung von Wirkstoffen an der proteinabweisenden Polymerschicht. So konnten 
z.B. Massia et al. durch die Immobilisierung von zelladhäsionsvermittelnden RGD-Peptiden an 
oxidierten Dextranoberflächen die unspezifische Proteinadsorption unterbinden und gleichzeitig 
die Zellanheftung gezielt fördern134. Böcher et al. konnten mit dieser Technik ELISA-Platten mit 
einer hohen Dichte an Peptidantigenen ausstatten135. 
 
Da sich insbesondere Dextrane als effektive Alternative zur proteinabweisenden und zellab-
stoßenden Ausrüstung von Biomaterialien erwiesen haben136, wird in dieser Arbeit ein modifi-
ziertes Dextran an mit APTES silanisierten Glasoberflächen immobilisiert. 
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Es wird ein carboxymethyliertes Dextran 7 (CMD) mit einem Gewichtsmittel des 
Molekulargewichts Mw von 67.300 verwendet, bei dem jede dritte Glukoseeinheit mit einer 
Carboxymethylgruppe ausgestattet ist und somit die Möglichkeit zur Anbindung von 
Wirkstoffen besteht137. 
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Die Kopplung des CMD an aminosilanisierten Glasoberflächen wird mit dem homobifunktio-
nellen Kopplungsreagenz 1,6-Hexamethylendiisocyanat (HDI) durchgeführt138. Die zweistufige 
Kopplungsreaktion ist in Schema 7 dargestellt. 
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Schema 7: Immobilisierung von CMD an einer mit APTES silanisierten Glasoberfläche mit 
HDI 
 
Dabei werden zunächst die Oberflächenaminogruppen in trockenem Diethylether mit der einen 
Isocyanatgruppe des HDI unter Ausbildung einer Harnstoffbindung umgesetzt. Die Reaktion der 
anderen Isocyanatgruppe mit der Oberfläche ist zum einen aus sterischen Gründen behindert und 
zum anderen durch einen großen Überschuss des Kopplungsreagenzes zurückgedrängt. Im zwei-
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ten Schritt erfolgt in einer wässrigen Lösung des CMD die Reaktion des Zuckermoleküls mit der 
anderen Isocyanatgruppe unter Ausbildung einer Urethanbindung. 
 
Die Immobilisierung des CMD führt im Vergleich zu der mit APTES silanisierten Glasober-
fläche zu einer Verminderung des Kontaktwinkels nach der sessile drop Methode von 55 auf 29° 
und nach der captive bubble Methode von 53 auf unter 20°. Die Differenz der nach beiden 
Methoden gemessenen Kontaktwinkel ist ein Indiz für die starke Hydratisierung der Dextran-
oberfläche im gequollenen Zustand. Die Benetzbarkeit ist mit der einer Glasoberfläche ver-
gleichbar, die mit M-PEG-Silan beschichtet ist und einen Kontaktwinkel von 28° (sessile drop) 
bzw. unter 20° (captive bubble) aufweist (vgl. Kap. 4.3.2.2). 
 
In Tab. 10 sind die berechnete Elementzusammensetzung des CMD und die durch XPS ermittel-
ten Elementzusammensetzungen einer mit APTES silanisierten Glasoberfläche vor und nach der 
Immobilisierung von CMD aufgeführt. 
 
Tab. 10: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer mit APTES silanisierten 
Glasoberfläche vor und nach der Kopplung von CMD im Vergleich zu der berech-
neten Elementzusammensetzung von reinem CMD 
 
Photolinie C1s Si2p O1s N1s Rest 
EB in eV 285,0 286,5 288,0 289,1 102,2 532,2 400,0 - 
Strukturelement C-C C-Si 
C-O 
C-N O-C-O 
O-C=O 
N-C(O)-O 
N-C(O)-N 
C-SiO3 
SiO2 
O-C 
O-Si N-C - 
CMD 
berechnet in Atom-% - 43,2 8,1 2,7 - 46,0 - - 
Glas/APTES 
gemessen in Atom-% 11,4 5,1 - - 25,7 52,6 3,3 1,9 
a 
Glas/APTES/CMD 
gemessen in Atom-% 20,9 22,7 4,7 4,1 8,5 33,0 5,7 0,4 
b 
a (Na, K, Zn, Ti), b (Na) 
 
Der Kohlenstoffgehalt nimmt nach der CMD-Kopplung im Vergleich zur silanisierten Glas-
oberfläche von 16,5 auf 52,4 Atom-% zu. Der Siliciumanteil wird von 25,7 auf 8,5 Atom-% und 
der Sauerstoffanteil von 52,6 auf 33,0 Atom-% vermindert. Der Stickstoffgehalt steigt nach der 
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Kopplung des Zuckers von 3,3 auf 5,7 Atom-% im Vergleich zur silanisierten Probe. Die 
übrigen Glasbestandteile werden bis auf eine Spur Natrium nach der CMD-Kopplung nicht mehr 
detektiert. Die XPS-Ergebnisse weisen anhand der deutlichen Verminderung der Silicium- und 
Sauerstoffanteile des Glases und der Erhöhung des Kohlenstoffgehalts auf die Immobilisierung 
des Dextrans hin. Die Erhöhung des Stickstoffgehalts ist auf die Einführung zusätzlicher Stick-
stoffatome durch das Kopplungsreagenz HDI zurückzuführen. 
Im hochaufgelösten Kohlenstoffspektrum dominieren die Peaks bei 285,0 und bei 286,5 eV mit 
20,9 bzw. 22,7 Atom-%. Der erste ist auf kohlenstoff- und siliciumgebundene Kohlenstoff-
spezies (C-C und C-Si) zurückzuführen, die von der Propylkette des APTES und der Hexylkette 
des HDI herrühren. Der zweite setzt sich aus dem sauerstoffgebundenen Kohlenstoff (C-O) des 
Polysaccharids und dem stickstoffgebundenen Kohlenstoff (C-N) des Kopplungsreagenzes und 
des Silans zusammen. Darüber hinaus wird mit 4,7 Atom-% der Acetalkohlenstoff (O-C-O) des 
Zuckers bei 288,0 eV detektiert. Der Peak bei 289,1 eV kann den Carboxylgruppen (O-C=O) 
des CMD und der Urethan- (N-C(O)-O) bzw. der Harnstoffbindung (N-C(O)-N) zugeordnet 
werden, die bei der kovalenten Immobilisierung mit dem Diisocyanat gebildet werden. 
Der Vergleich mit der berechneten Zusammensetzung von CMD zeigt, dass alle zu erwartenden 
Elemente bzw. Bindungszustände detektiert werden. Die Unterschiede in den berechneten und 
gemessenen Werten liegen darin begründet, dass bei der Informationstiefe der XPS von ca. 6 nm 
neben dem immobilisierten CMD auch das Kopplungsreagenz, die APTES-Schicht und ein Teil 
des Glassubstrates erfasst werden. 
 
Aus der Abschwächung des Si2p-Signals im Vergleich zum silanisierten Glas ergibt sich nach 
der in Kap. 4.2.1 beschriebenen Berechnung eine Schichtdicke von insgesamt 2,4 nm. Diese 
organische Beschichtung umfasst sowohl das immobilisierte CMD als auch das Kopplungs-
reagenz HDI. Griesser et al. bestimmten mittels XPS für eine an plasmapolymerisiertes Heptyl-
amin adsorbierte Dextranschicht (Mw = 70.000) eine vergleichbare Schichtdicke von 2 bis 3 nm 
und ordneten diese Belegung einer Monoschicht (monolayer) zu139. Piehler et al. 
immobilisierten ein Dextran (Mw = 10.000) an aminofunktionalisierten Glasträgern und fanden 
ellipsometrisch im trockenen Zustand eine Schichtdicke von 2,5 nm140. 
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4.4 Charakterisierung der Oberflächentopographie der modifizierten 
Glasoberflächen 
Zur Untersuchung der Oberflächentopographie der Glasoberflächen wird die Rasterkraftmikros-
kopie (atomic force microscopy, AFM) eingesetzt. Während die Rasterelektronenmikroskopie 
(REM) lediglich eine Untersuchung der Proben im Vakuum erlaubt, bietet die AFM die Mög-
lichkeit, die Oberflächen von Festkörpern in Luft und auch unter Wasser zu charakterisieren141. 
Das Funktionsprinzip des Rasterkraftmikroskops basiert auf der Bestimmung interatomarer 
Wechselwirkungen142. Nach Annäherung einer Abtastspitze an die Probenoberfläche wirken ab 
einem Abstand von ca. 2 bis 3 nm attraktive oder repulsive interatomare Kräfte auf die 
Sondenspitze. Im contact mode werden in Übereinstimmung mit der Lennard-Jones-Potential-
kurve repulsive interatomare Kräfte detektiert. Als Messsignal wird die Auslenkung des 
Hebelarmendes (cantilever) in z-Richtung mit Hilfe eines justierten Laserstrahls optisch detek-
tiert und als Funktion der x/y-Rasterbewegung aufgezeichnet. 
 
Neben dem contact mode hat sich für empfindliche Oberflächen die tapping mode-Technik 
etabliert. Bei dieser Verfahrensvariante wird der Abtasthebelarm mit einer Frequenz von einigen 
Hundert Kilohertz oszilliert, sodass die Sondenspitze nur kurzzeitig mit der Probe wechselwirkt 
und folglich das Risiko einer Beschädigung durch auftretende laterale Kräfte eliminiert wird143. 
Zusätzlich zur visuellen Darstellung der Oberfläche bietet die AFM die Möglichkeit zur quan-
titativen Bestimmung der Rauhigkeit, die einen wesentlichen Parameter zur Beschreibung der 
Oberflächentopographie darstellt. Die Rauhigkeit umfasst die Oberflächenunregelmäßigkeiten 
mit relativ kleinen Abständen, die üblicherweise durch das angewendete Herstellungsverfahren 
und/oder andere Einflüsse verursacht werden. Als eine Senkrechtkenngröße der Rauhigkeit wird 
laut ISO 4287/1 der Rq-Wert angegeben, der nach Gl. 6 der Standardabweichung der z-Werte 
aller Messpunkte im untersuchten Bereich von einem berechneten Mittelwert entspricht: 
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−=
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Rq
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21
     (6) 
 
mit Rq Standardabweichung der z-Werte vom Mittelwert, 
 zave Mittelwert der z-Werte, 
 zi z-Wert der Messpunkte und 
 m Anzahl der Messpunkte pro Bild. 
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In Abb. 5 sind AFM-Bilder einer unbehandelten und einer gereinigten Glasoberfläche darge-
stellt, die im tapping mode an der Luft aufgenommen wurden. Die Scangröße der Aufnahmen 
beträgt 20 µm x 20 µm bei jeweils 256 x 256 Bildmesspunkten. Die gesamte Skala in vertikaler 
Richtung entspricht 200 nm. Die Rq-Werte werden an jeweils 5 Profilen einer jeden AFM-
Aufnahme bestimmt und gemittelt. 
 
 
Glas unbehandelt (Rq = 0,3 nm) Glas gereinigt (Rq = 0,5 nm) 
  
Abb. 5: AFM-Aufnahmen einer unbehandelten und einer gereinigten Glasoberfläche, gemes-
sen im tapping mode an der Luft (Bildgröße: 20 µm x 20 µm, vertikaler Maßstab: 
200 nm) 
 
Beide unbeschichteten Proben zeichnen sich durch eine äußerst glatte, nicht strukturierte Ober-
fläche mit Rauhigkeitswerten Rq unterhalb eines Nanometers (0,3 bzw. 0,5 nm) aus. Die gering-
fügig höhere Rauhigkeit nach der Reinigung steht in Zusammenhang mit der Ätzwirkung der 
Piranha-Lösung. Bei der Charakterisierung der gereinigten Glasoberfläche mittels XPS (vgl. 
Kap. 4.1) wurde neben dem Reinigungseffekt auch das Herauslösen einiger Glaskomponenten 
beobachtet. Das gereinigte Glas weist mit einer ausgeprägten, spitzen Kuppe und einem Graben 
parallel zur Messrichtung Artefakte auf. Derartige Strukturen sind auf den sehr glatten Glas-
oberflächen nicht zu erwarten und sind auf Verunreinigungen oder Störungen während des 
Messvorgangs zurückzuführen. 
 
Für die Untersuchung der oberflächenmodifizierten Glasproben wird eine Weiterentwicklung 
des tapping mode der AFM eingesetzt, die eine Bestimmung der Oberfächentopographie in 
wässriger Umgebung erlaubt. Derartige tapping in fluid AFM-Untersuchungen ermöglichen die 
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Charakterisierung von Biomaterialien, insbesondere von hydrogelartigen Oberflächen unter phy-
siologisch relevanten Bedingungen144. Abb. 6 zeigt die AFM-Aufnahmen einer mit APTES 
silanisierten Glasoberfläche vor und nach der Kopplung von M-PEG, die im tapping mode in 
Wasser aufgenommen wurden. 
 
 
 
Glas/APTES (Rq = 0,4 nm) Glas/APTES/M-PEG (Rq = 1,4 nm) 
  
Abb. 6: AFM-Aufnahmen einer mit APTES silanisierten Glasoberfläche vor und nach der 
Immobilisierung von M-PEG, gemessen im tapping mode in Wasser (Bildgröße: 
20 µm x 20 µm, vertikaler Maßstab: 200 nm) 
 
Durch die Silanisierung mit APTES verändert sich die Oberflächenstruktur des Glases nicht, die 
Rauhigkeit liegt bei 0,4 nm. Größere Aggregate von polykondensiertem APTES sind nicht zu 
erkennen. Der Vergleich mit den XPS-Ergebnissen (vgl. Kap. 4.2.1) lässt auf eine sehr dünne 
mono- oder submonomolekulare APTES-Schicht schließen. Erst nach der Immobilisierung des 
M-PEG wird eine geringfügige, inselartige Oberflächenstrukturierung verbunden mit einer Zu-
nahme des Rq-Wertes auf 1,4 nm beobachtet. Dieses spricht für eine zumindest partiell erfolgte 
Ausrüstung mit M-PEG. 
 
In Abb. 7 sind die tapping in fluid AFM-Aufnahmen einer mit PEI silanisierten Glasoberfläche 
vor und nach der M-PEG-Kopplung dargestellt. 
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Glas/PEI (Rq = 0,8 nm) Glas/PEI/M-PEG (Rq = 2,3 nm) 
  
Abb. 7: AFM-Aufnahmen einer mit PEI beschichteten Glasoberfläche vor und nach der Im-
mobilisierung von M-PEG, gemessen im tapping mode in Wasser (Bildgröße: 20 µm 
x 20 µm, vertikaler Maßstab: 200 nm) 
 
Die PEI-beschichtete Glasprobe hat mit einem Rq-Wert von 0,8 nm eine geringfügig höhere 
Rauhigkeit als die unbeschichtete Glasoberfläche. Es ist im ganzen untersuchten Bereich eine 
schwache Strukturierung zu beobachten. Da nur wenige kleine Erhebungen aus dieser ansonsten 
gleichmäßigen Oberfläche zu erkennen sind, ist von einer sehr dünnen, geschlossenen Beschich-
tung des Glases auszugehen. Die Kopplung des M-PEG-Ald an dieser Oberfläche führt zu einer 
gleichmäßigen Beschichtung, die sich über den ganzen Ausschnitt erstreckt. Obwohl die Struk-
turierung optisch deutlich zu erkennen ist, erscheint die durchschnittliche Rauhigkeit mit 2,3 nm 
vergleichsweise gering. Dieses ist auf eine homogene Beschichtung mit wenigen extremen 
Abweichungen zurückzuführen. 
 
Abb. 8 enthält die tapping in fluid AFM-Aufnahmen einer mit M-PEG-Silan und einer mit 
APTES und CMD behandelten Glasoberfläche. 
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Glas/M-PEG-Silan (Rq = 0,4 nm) Glas/APTES/CMD (Rq = 13,9 nm) 
  
Abb. 8: AFM-Aufnahmen einer mit M-PEG-Silan und einer mit APTES/CMD modifizierten 
Glasoberfläche, gemessen im tapping mode in Wasser (Bildgröße: 20 µm x 20 µm, 
vertikaler Maßstab: 200 nm) 
 
Das mit M-PEG-Silan modifizierte Glas zeichnet sich im Gegensatz zu den anderen mit M-PEG 
beschichteten Proben durch eine äußerst glatte Oberfläche mit einer Rauhigkeit von nur 0,4 nm 
aus. Strukturierungen sind nicht zu erkennen. Dieses deutet auf eine sehr gleichmäßige Be-
schichtung hin. Nach der Modifizierung mit CMD zeigt sich ebenfalls eine Inselstrukturierung, 
wie sie schon bei den mit APTES/M-PEG und PEI/M-PEG beschichteten Glasoberflächen zu 
beobachten war. Im Gegensatz zu der mit APTES/M-PEG beschichteten Probe ist jedoch der 
gesamte Bildausschnitt gleichmäßig mit kleinen Kuppen und Tälern bedeckt. Zusätzlich ragen 
zahlreiche prägnante Erhöhungen aus dieser Beschichtung heraus. Von allen untersuchten Ober-
flächen weist die APTES/CMD-Beschichtung die stärkste Strukturierung auf. Dieses spiegelt 
sich auch in einem relativ hohen Rq-Wert von 13,9 nm wider. 
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4.5 Untersuchung der Proteinadsorption an den modifizierten Glasoberflächen 
Nach der Charakterisierung der immobilisierten Polymerschichten wird in dem folgenden Kapi-
tel die proteinabweisende Wirkung der modifizierten Glasoberflächen untersucht. Zunächst 
erfolgt eine phänomenologische Betrachtung der Proteinadsorption an Biomaterialoberflächen. 
 
4.5.1 Proteinadsorption an Biomaterialoberflächen 
Biomaterialien adsorbieren unmittelbar nach dem Kontakt mit Blut oder Gewebeflüssigkeiten 
Proteine. Dieser initiale Schritt der Proteinadsorption maskiert die Materialoberfläche mehr oder 
weniger, sodass nachfolgende Prozesse wie die Zelladhäsion durch die adsorbierte Protein-
schicht determiniert werden145. Ausmaß und Zusammensetzung der adsorbierten Proteinschicht 
werden primär durch die chemischen, physikochemischen, morphologischen und topogra-
phischen Oberflächeneigenschaften der Biomaterialien beeinflusst146. Der Adsorptionsprozess 
von Proteinen an Biomaterialoberflächen, der sich nach Soderquist und Walton in mehrere 
Stufen unterteilen lässt, ist in Abb. 9 schematisch dargestellt147. 
 
1. Transport des 
    Proteinmoleküls 
    an die Oberfläche
2. Initiale Adsorption 3. Strukturelle Änderung 
    aufgrund erhöhter 
    Wechselwirkungen
Zeit
4. Desorption von 
    der Oberfläche
 
Abb. 9: Schematische Darstellung des Proteinadsorptionsprozesses an Biomaterialoberflächen 
nach Soderquist und Walton 
 
Nach Annäherung und initialer Adsorption des Proteins an die Oberfläche führen konformative 
Veränderungen des Proteins zu einer Erhöhung der Adsorptionsaffinität. In Abhängigkeit von 
den Interaktionen zwischen der Oberfläche und dem Protein kann abschließend die Desorption 
des Proteins erfolgen. 
K’des≈0 
Kdes 
Kads 
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Unabhängig vom Mechanismus des Adsorptionsprozesses erfolgt bei konstanter Temperatur und 
konstantem Druck spontane Proteinadsorption an Biomaterialoberflächen nur bei negativer 
Gibbs-Energie. Zur adsorptiven Bindung tragen Bindungskräfte sowohl enthalpischer als auch 
entropischer Natur bei (Gl. 7): 
 
∆Gads = ∆Hads - T∆Sads     (7) 
 
mit  ∆Gads  Gibbs Energie der Adsorption, 
 ∆Hads  Adsorptionsenthalpie, 
 T  Temperatur und 
 ∆Sads  Adsorptionsentropie. 
 
Von elementarer Bedeutung für die Proteinadsorption an Werkstoffoberflächen sind nach 
Norde148: 
 - hydrophile/hydrophobe Wechselwirkungen, 
 - elektrostatische Wechselwirkungen, 
 - Wasserstoffbrückenbindungen, 
 - van der Waals-Wechselwirkungen und 
 - die strukturelle Stabilität der Proteine. 
 
Je nach Beschaffenheit bietet die Grenzfläche dem adsorbierten Protein die Möglichkeit einer 
strukturellen Veränderung, ohne dabei hydrophobe Reste mit der wässrigen Phase in Kontakt 
bringen zu müssen. Dieses kann zu Veränderungen in der Tertiärstruktur führen, die wiederum 
eine Erhöhung der Konformationsentropie des adsorbierten Proteins zur Folge haben kann. 
Darüber hinaus führt die Proteinadsorption zur Dehydratisierung der Biomaterialoberfläche. Der 
hydrophobe Effekt, der in die Adsorptionsentropie (∆Sads) eingeht, hat häufig einen stärkeren 
Einfluss auf den Adsorptionsprozess als elektrostatische Kräfte und kann den Hauptbeitrag zur 
Gibbs-Energie (∆Gads) der Adsorption leisten149. So kann selbst der im Fall gleicher Vorzeichen 
der Nettoladung von Protein und Oberfläche vorliegende positive Wert der Adsorptionsenthalpie 
(∆Hads) durch den entropiegetriebenen Prozess der Änderung der Wasserstruktur überkompen-
siert werden. Dieser Energiegewinn hat zur Folge, dass hydrophobe Oberflächen zumeist eine 
hohe und scheinbar irreversible Proteinadsorption zeigen, während bei ungeladenen, hydrophilen 
Werkstoffoberflächen häufig ein überwiegend reversibles Adsorptionsverhalten vorliegt150. 
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In der Biomaterialforschung werden zahlreiche Methoden zur Charakterisierung von an Fest-
körperoberflächen gebundenen Proteinen eingesetzt151. Neben mikroskopischen Verfahren wie 
AFM oder REM werden spektroskopische Methoden wie XPS, IR-, Raman und Fluoreszenz-
spektroskopie sowie elektrochemische und andere oberflächensensitive Verfahren wie Kontakt-
winkelmessungen verwendet. Zur quantitativen Bestimmung dienen Ellipsometrie, surface 
plasmon resonance, radioaktive und Fluoreszenz-Markierung sowie immunologische Methoden. 
In dieser Arbeit wird die Proteinadsorption mit MALDI-TOF-MS im Oberfächenmodus 
(surface-MALDI-TOF-MS), enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) und radioaktiver 
Markierung untersucht. Neben dem unmodifizierten Glas dient TCPS als Referenzoberfläche. 
TCPS ist ein oberflächenbehandeltes Polystyrol mit einem Kontaktwinkel von 80° (sessile drop) 
bzw. 75° (captive bubble), das sich durch eine hohe Proteinbindungskapazität auszeichnet. Seine 
Rauhigkeit liegt mit einem Rq-Wert von 6,5 nm in der gleichen Größenordnung wie die der 
modifizierten Glasoberflächen (0,3 bis 13,9 nm, vgl. Kap. 4.4)152. Daher wird ein Einfluss der 
Oberflächentopographie auf die Proteinadsorption ausgeschlossen. 
 
4.5.2 Auswahl der Proteine 
Zur Untersuchung der Proteinadsorption an unmodifizierten und den verschiedenen modifizier-
ten Glasoberflächen werden in dieser Arbeit drei Proteine mit unterschiedlichen Molekular-
gewichten ausgewählt, die Rückschlüsse auf den Einfluss der Molekülgröße auf das Adsorp-
tionsverhalten zulassen. In Tab. 11 sind die verwendeten Proteine mit ihren Molekulargewichten 
Mr, den räumlichen Ausmaßen und isoelektrischen Punkten (pI) aufgelistet. 
 
Tab. 11: Ausgewählte Eigenschaften der verwendeten Proteine Fibrinogen153,154, Fibronek-
tin155,156 und Insulin154,157 
 
Protein Mr Abmessungen pI 
Humanes Plasmafibrinogen 340.000 6,0 x 6,0 x 46 nm³ 5,8 
Humanes Plasmafibronektin 440.000 2,5 x 2,5 x 140 nm³ 5,5 - 6,0 
Schweineinsulin 5.779 2,5 x 2,5 x 3,5 nm³ 6,0 
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Weil Fibrinogen bei der Blutgerinnung eine wichtige Rolle spielt, ist die Verhinderung der Ad-
sorption dieses Proteins an der Oberfläche z.B. eines biomedizinischen Sensors von besonderem 
Interesse. Fibronektin bindet an zahlreiche biologische Strukturen und ist als Zelladhäsions-
vermittler bekannt. Insofern ist auch die Adsorption dieses Proteins an den Glasoberflächen 
relevant. Fibrinogen und Fibronektin sind relativ große Proteine und verhalten sich voraus-
sichtlich anders als das wesentlich kleinere Insulin. 
Malmsten unterscheidet bei der Proteinadsorption harte (particle like) und weiche (flexible) 
Proteine158. Während harte Proteine bei der Adsorption kaum konformative Veränderungen er-
fahren und das Adsorptionsverhalten elektrostatischen Wechselwirkungen zu folgen scheint, 
können weiche Proteine ihre Struktur während des Adsorptionsprozesses stark verändern. 
Hydrophobe Effekte sind hier die Antriebskraft, und das Adsorptionsverhalten folgt nicht un-
bedingt elektrostatischen Zwängen. Von den hier untersuchten Biomolekülen ist Insulin als 
Vertreter der harten Proteine anzusehen159. Fibrinogen und Fibronektin sind Glykoproteine und 
aufgrund ihres komplexen Aufbaus und der Möglichkeit zu konformativen Veränderungen eher 
den weichen Proteinen zuzuordnen158. 
 
4.5.3 Untersuchung der Proteinadsorption mittels Matrix-unterstützter Laser-
Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie im Oberflächenmodus 
Erste Informationen über die Adsorption der ausgewählten Proteine an den modifizierten 
Glasoberflächen werden mit Hilfe der surface-MALDI-TOF-MS gewonnen. Bei dieser Variante 
steht im Gegensatz zur herkömmlichen Technik nicht die Strukturaufklärung eines Analyt-
moleküls durch Bestimmung des Molekulargewichts im Vordergrund. Vielmehr handelt es sich 
hierbei um eine Methode zur Untersuchung der Adsorption von Analytmolekülen mit bekann-
tem Molekulargewicht an Oberflächen. Im Gegensatz zur Standardpräparation der MALDI-
TOF-MS, bei der die Lösungen der Analytmoleküle und der Matrix gemischt und gemeinsam 
auf dem Träger aufgebracht werden (siehe Kap. 4.3.2.1), werden hier in der sogenannten re-
dissolution-Präparation die zuvor an einer Oberfläche adsorbierten Analytmoleküle nachträglich 
mit einer sauren Matrixlösung versetzt. Je nach den vorherrschenden Bindungskräften werden 
die Analytmoleküle von der Oberfläche abgelöst, verteilen sich in der Lösung und werden beim 
Verdampfen des Lösungsmittels in den wachsenden Matrixkristallen eingeschlossen. Infolge der 
Laseranregung werden die Analytmoleküle gemeinsam mit der Matrix vom Träger desorbiert 
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und ionisiert und können anschließend im Massenanalysator als Peak bei der entsprechenden 
Masse detektiert werden. 
Die surface-MALDI-TOF-MS ist wegen ihrer hohen Empfindlichkeit ein geeignetes Verfahren 
zur Charakterisierung der Proteinadsorption an Biomaterialoberflächen. So wurde z.B. die 
Adsorption von Lysozym, einem Protein der Tränenflüssigkeit, an Kontaktlinsen160 und die 
Adsorption von Insulin an Siliciumwafern161 mit Hilfe der surface-MALDI-TOF-MS untersucht. 
Ein Vergleich von an verschiedenen Materialoberflächen adsorbierten Proteinmengen mittels 
MALDI-TOF-MS ist problematisch, da die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und der 
jeweiligen Oberfläche unterschiedlich stark ausgeprägt sein können und zu unterschiedlichen 
Desorptionswahrscheinlichkeiten führen162. 
 
Fibrinogen und Fibronektin sind aufgrund ihres hohen Molekulargewichts für diese Methode 
nicht geeignet163. Daher wird in dieser Arbeit nur die Adsorption von Insulin an TCPS sowie an 
unbehandelten, gereinigten und modifizierten Glasoberflächen durch surface-MALDI-TOF-MS 
untersucht. Die Proben werden in einer Lösung des Insulins (100 µg/ml) in Natriumhydrogen-
carbonat-Puffer (pH 8,4) 2 h lang inkubiert und zunächst mit dem Puffer gewaschen. Da die 
Puffersalze beim MALDI-Prozess stören können, werden die Proben anschließend mit Reinst-
wasser gewaschen. Nach dem Trocknen werden sie mit einer Lösung der Matrix Sinapinsäure 
(sinapinic acid, SA) in einem Trifluoressigsäure/Acetonitril/Wasser-Gemisch (TA) präpariert 
und MALDI-TOF-massenspektrometrisch charakterisiert. Da die Bestimmung des exakten Mo-
lekulargewichts nicht von entscheidender Bedeutung ist, wird auf eine Kalibrierung der Spektren 
verzichtet. Infolgedessen ist eine geringfügige Verschiebung der Peaks in den einzelnen 
Spektren zu beobachten. 
 
Das Referenz-MALDI-TOF-Massenspektrum von Insulin nach Standardpräparation auf einem 
Edelstahlträger (siehe Abb. A4 im Anhang) zeigt drei Insulin-Peaks: das einfach und das zwei-
fach protonierte Molekülion [M+H]+ bei m/z 5.784 bzw. [M+2H]2+ bei m/z 2.887, sowie das 
einfach protonierte Dimere [2M+H]+ bei m/z 11.577. 
Wegen des hohen Grundrauschens bei niedrigen m/z kann bei den folgenden surface-MALDI-
TOF-Massenspektren der Peak des zweifach geladenen, monomeren Insulins bei m/z 2.887 nicht 
aufgelöst werden. Daher wird der Bereich bis m/z 4.000 ausgeblendet. Der Peak des einfach 
geladenen, dimeren Insulins bei m/z 11.577 ist in keinem der aufgenommenen Spektren zu 
finden. Neben dem Signal des einfach protonierten Insulins [M+H]+ bei m/z 5.784 tritt in 
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einigen Fällen ein anderer Peak bei m/z 5.520 auf, der bei der Standardpräparation nicht erhalten 
wird. Eine mögliche Erklärung besteht in der Fragmentierung des adsorbierten Insulins durch die 
Laserenergie. Im Gegensatz zur Standardpräparation, bei der die Insulinmoleküle vollständig 
und in hoher Verdünnung von den Matrixmolekülen eingeschlossen werden, kann es bei der re-
dissolution-Präparation zu einer unvollständigen Einkapselung des Analytmoleküls durch die 
Matrix kommen. Dieses ist vor allem bei einer starken adsorptiven Bindung des Analytmoleküls 
an der Oberfläche zu erwarten. In diesem Fall wird das Protein durch die Matrixlösung nicht von 
der Oberfläche abgelöst und kann folglich nicht oder nur unvollständig in die Matrix einge-
schlossen werden. Daher wird das Analytmolekül den Laserimpulsen unmittelbar ausgesetzt, 
und es kann infolge der hohen Energieeinwirkung zur Fragmentierung kommen. Die relative 
Molekülmasse des abgespalteten Fragments beim Insulin beträgt ca. 270 und könnte auf die drei 
N-terminalen Aminosäuren der A-Kette (Glycin, Isoleucin und Valin) zurückzuführen sein. 
 
Die surface-MALDI-TOF-Massenspektren von Insulin nach Adsorption an TCPS, einer unbe-
handelten und einer gereinigten Glasoberfläche sind in Abb. 10 zusammengefasst. 
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Abb. 10: Surface-MALDI-TOF-Massenspektren von Insulin nach Adsorption an TCPS, unbe-
handeltem und gereinigtem Glas (re-dissolution-Präparation mit SA in TA) 
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Das Spektrum des an TCPS adsorbierten Insulins zeigt einen intensitätsstarken Peak des einfach 
geladenen, monomeren Molekülions [M+H]+ bei m/z 5.784, der für eine deutliche Protein-
adsorption an der Referenzoberfläche spricht. In dem Spektrum des auf einer unbehandelten 
Glasoberfläche adsorbierten Insulins wird ein schwacher [M+H]+-Peak bei m/z 5.784 detektiert. 
Von höherer Intensität ist in diesem Spektrum allerdings der Peak des Fragments bei m/z 5.520, 
der auf eine relativ starke Bindung des Insulins an dieser Oberfläche schließen lässt. An der mit 
Piranha-Lösung gereinigten Probe wird im surface-MALDI-TOF-Massenspektrum kein Peak 
beobachtet. An der sehr hydrophilen Glasoberfläche kann mit dieser Methode kein adsorbiertes 
Insulin nachgewiesen werden. 
 
Abb. 11 zeigt die surface-MALDI-TOF-Massenspektren von Insulin nach Adsorption an mit 
APTES silanisierten Glasoberflächen vor und nach der Immobilisierung von M-PEG und CMD. 
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Abb. 11: Surface-MALDI-TOF-Massenspektren von Insulin nach Adsorption an silanisiertem 
Glas vor und nach der Immobilisierung von M-PEG und CMD (re-dissolution-
Präparation mit SA in TA) 
 
Nach der Silanisierung mit APTES wird der Insulin-Peak bei 5.784 als einziges intensitäts-
starkes Signal gemessen, das für eine deutliche Proteinadsorption spricht. Die Spektren der 
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Proben Glas/APTES/M-PEG und Glas/APTES/CMD belegen ebenfalls die Adsorption des 
Insulins. Die Peaks sind jedoch von geringer Intensität und werden von dem Signal des 
Insulinfragments bei 5.520 begleitet. Möglicherweise dringt das relativ kleine Insulin in die 
Zwischenräume der PEG-Ketten und des Dextrans ein. Dort wäre es für eine Einkapselung in 
die Matrix nur schwer zugänglich und könnte aufgrund der direkten Anregung durch den Laser 
fragmentiert werden. 
 
In Abb. 12 sind die surface-MALDI-TOF-Massenspektren von Insulin nach Adsorption an mit 
PEI und PEI/M-PEG beschichteten Glasoberflächen sowie einer mit M-PEG-Silan modifizierten 
Probe dargestellt. 
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Abb. 12: Surface-MALDI-TOF-Massenspektren von Insulin nach Adsorption an mit PEI be-
schichtetem Glas vor und nach der Immobilisierung von M-PEG sowie an mit 
M-PEG-Silan modifiziertem Glas (re-dissolution-Präparation mit SA in TA) 
 
An der PEI-beschichteten Glasoberfläche wird der Insulin-Peak bei m/z 5.784 detektiert. Das 
Massenspektrum nach der Immobilisierung des M-PEG an der PEI-Oberfläche enthält keinen 
Peak. Hier scheint die Kopplungsdichte des PEG aufgrund der höheren Anzahl der Amino-
gruppen so hoch zu sein, dass die Adsorption des Insulins vollständig verhindert wird. Das 
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Gleiche ist bei der mit M-PEG-Silan modifizierten Glasoberfläche zu beobachten. Das Fehlen 
des Insulin-Signals lässt auf eine effektive Verhinderung der Proteinadsorption schließen. 
 
4.5.4 Semiquantitative Bestimmung der Proteinadsorption mittels enzyme linked 
immunosorbent assay 
Der Immunoassay ist ein sensitives Verfahren zur Charakterisierung von oberflächengebun-
denen Proteinen. Das Verfahren beruht auf einer hochspezifischen Antigen-Antikörper-Reaktion 
nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip: Die Bindung zwischen Antikörper und Antigen findet nur 
statt, wenn die molekulare Struktur eines bestimmten Antikörperbereichs, des Paratops, genau 
zu einer bestimmten molekularen Struktur des Antigens, dem Epitop, passt. Beim Immunoassay 
wird das Targetprotein mit einem markierten Antikörper umgesetzt. Der Marker kann aus einem 
radioaktiven Isotop (Radioimmunoassay)164,165 oder einem Enzym (Enzymimmunoassay)166,167 
bestehen. 
Der ELISA ist eine spezialisierte Variante des Enzymimmunoassays, bei der das Antigen an eine 
Festphase gebunden und anschließend mit einem Enzym-Antikörper-Konjugat erfasst wird168. 
Das konjugierte Enzym setzt ein Substrat zu einem Farbstoff um, dessen Intensität 
photometrisch bestimmt und als Maß für die gebundene Proteinmenge herangezogen wird. In 
der indirekten Technik des ELISA wird zunächst das oberflächengebundene Protein mit einem 
primären, gegen das präsentierte Antigen gerichteten Antikörper (Immunoglobulin G, IgG) 
inkubiert und dadurch spezifisch gebunden. Nach Abtrennung des frei in Lösung verbliebenen 
Antikörpers vom gebildeten Immunokomplex wird der gebundene Antikörper im folgenden Re-
aktionsschritt durch einen enzymmarkierten Anti-Spezies-Antikörper, den sogenannten sekun-
dären Antikörper, nachgewiesen. Bei diesem sekundären Antikörper handelt es sich um ein 
Anti-IgG-Antikörperkonjugat, das ein Epitop im konstanten Teil der schweren Kette des pri-
mären Antikörpers erkennt. Diese Methode hat den Vorteil, dass für mehrere unterschiedliche 
primäre Antikörper derselbe sekundäre Antikörper mit immer gleicher katalytischer Aktivität in 
Bezug auf das Substrat eingesetzt werden kann169.  
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Bei dem an den sekundären Antikörper konjugierten Enzym handelt es sich um Meerrettichper-
oxidase. Diese oxidiert das verwendete farblose Substrat Diammonium-2,2’-azino-bis(3-ethyl-
benzo-thiazolin-6-sulfonat) 8 (ABTS). 
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Dabei wird das metastabile, wasserlösliche, grüne Zwischenprodukt 9 mit Absorptionsmaxima 
bei 405 und 650 nm gebildet. 
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Der ELISA ist ein semiquantitatives Verfahren und beruht auf dem Vergleich der im letzten 
Schritt photometrisch ermittelten Absorptionswerte, der optischen Dichte (optical density, OD), 
mit denen eines Referenzmaterials. Als Referenzoberfläche mit hoher Proteinbindungskapazität 
dient TCPS, dessen Absorptionswert als relative OD von 100% definiert wird. Allein auf dieser 
Grundlage kann jedoch nicht auf die Gesamtmenge des gebundenen Proteins geschlossen 
werden. Es wird lediglich die Antikörperbindungskapazität detektiert, die z.B. durch Konfor-
mationsänderungen des Proteins bei der Adsorption beeinträchtigt werden kann. 
 
Mittels ELISA wird in dieser Arbeit die Adsorption der drei ausgewählten Proteine Fibrinogen, 
Fibronektin und Insulin untersucht. Dazu werden TCPS und die Glasoberflächen zwei h lang mit 
einer Lösung von Fibrinogen bzw. Fibronektin (jeweils 10 µg/ml) in PBS-Puffer (pH 7,4) und 
von Insulin (100 µg/ml) in Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH 8,4) inkubiert. In einem an-
schließenden Waschschritt werden nicht oder nur schwach adsorbierte Proteinmoleküle entfernt. 
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Die an der Oberfläche gebundenen Antigene werden in den beiden folgenden Schritten mit dem 
entsprechenden primären und dann mit dem enzymmarkierten sekundären Antikörper 
nachgewiesen. Die OD des durch das Enzym umgesetzten Farbstoffs wird jeweils an 3 Proben 
einer jeden Sorte bestimmt. In Abb. 13 ist die relative OD als Maß für die immunologisch nach-
weisbare Adsorption von Fibrinogen und Fibronektin an den verschiedenen Glasoberflächen im 
Vergleich zu TCPS dargestellt. 
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Abb. 13: Durch ELISA ermittelte Fibrinogen- bzw. Fibronektinadsorption an unmodifizierten 
und modifizierten Glasoberflächen relativ zu TCPS (Dreifachbestimmung, Lösungs-
konzentration = 10 µg/ml) 
 
An dem unbehandelten Glas wird mit 103% beim Fibrinogen und 106% beim Fibronektin eine 
geringfügig höhere relative OD als an der Referenzoberfläche TCPS gemessen. An dem gerei-
nigten Glas ist die immunologisch nachweisbare Proteinadsorption mit 95% (Fibrinogen) und 
99% (Fibronektin) ebenfalls mit der an TCPS vergleichbar. Die hohe Adsorption an der stark 
hydrophilen gereinigten Glasoberfläche ist überraschend, da sie im Widerspruch zu der allge-
meinen Auffassung steht, dass Proteine bevorzugt an hydrophoben Oberflächen adsorbie-
ren151,158,170. Fibrinogen und Fibronektin als weiche Proteine besitzen eine flexible Struktur. 
Insbesondere Fibrinogen ist bekannt für seine im Gegensatz zu anderen Proteinen sehr hohe 
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Oberflächenaktivität171. Die Adsorption ist in diesem Fall jedoch nicht nur auf hydrophobe 
Effekte zurückzuführen. Hier spielen vielmehr elektrostatische Kräfte und Wasserstoffbrücken-
bindungen zwischen geladenen oder polaren Bereichen des Proteins und der Glasoberfläche eine 
entscheidende Rolle127. Bei dem pH-Wert von 7,4 tragen sowohl die beiden Proteine (pI 5,5 bis 
6,0) als auch die gereinigte Glasoberfläche (pKs der Silanolgruppen 3,6 bis 6,9) eine negative 
Nettoladung. Die aus dieser Überlegung abzuleitende elektrostatische Abstoßung kommt nicht 
zum Tragen. Es ist davon auszugehen, dass die beiden großen, flexiblen Proteine bevorzugt über 
neutrale oder positiv geladene Bereiche mit der Glasoberfläche in Kontakt treten. 
Beide Proteine zeigen eine vergleichbare Tendenz zur Adsorption an den beschichteten Glas-
oberflächen, wobei nach der Fibrinogenadsorption durchgehend eine höhere relative OD gemes-
sen wird als nach der Fibronektinadsorption. An dem mit APTES silanisierten Glas wird für 
Fibrinogen eine dem TCPS vergleichbare relative OD von 98% gemessen und eine geringfügig 
verminderte Fibronektinadsorption von 84% beobachtet. An der PEI-Beschichtung beträgt die 
relative OD nur noch 77% (Fibrinogen) bzw. 74% (Fibronektin). Das Adsorptionsverhalten an 
den funktionalisierten Glasproben ist nicht durch elektrostatische Wechselwirkungen zu erklä-
ren. Bei physiologischem pH sind die Aminogruppen des APTES (pKs 10) bzw. des PEI 
(pKs 8 bis 10) protoniert und somit positiv geladen. Trotz der zu erwartenden Anziehung 
zwischen den Proteinen mit negativer Nettoladung und den positiv geladenen Beschichtungen ist 
die relative OD nicht größer als an dem elektrisch neutralen TCPS oder der negativ geladenen 
Glasoberfläche. 
An allen mit M-PEG oder CMD modifizierten Glasoberflächen ist eine deutliche Verringerung 
der Proteinadsorption zu beobachten. Bei den silanisierten Proben wird eine relative OD von 
ca. 37% (Fibrinogen) und ca. 26% (Fibronektin) gemessen. An der an PEI gekoppelten M-PEG-
Schicht beträgt die immunologisch nachweisbare Fibrinogenmenge 16% und die Fibronektin-
menge nur noch 9% von der des TCPS. Der Unterschied der relativen OD von ca. 20% ist ein 
weiterer Hinweis auf eine höhere PEG-Kopplungsdichte an der PEI-beschichteten als an der mit 
APTES silanisierten Oberfläche, auf die schon bei den XPS-Ergebnissen geschlossen wurde 
(vgl. Kap. 4.3.1). Die größte proteinabweisende Wirkung wird bei der Modifizierung mit 
M-PEG-Silan erzielt. An diesen Oberflächen beträgt die relative OD lediglich 8% (Fibrinogen) 
bzw. 3% (Fibronektin). 
 
Abb. 14 zeigt das durch ELISA ermittelte Adsorptionsverhalten des kleineren Insulins an TCPS 
und den verschiedenen Glasoberflächen. 
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Abb. 14: Durch ELISA ermittelte Insulinadsorption an unmodifizierten und an modifizierten 
Glasoberflächen relativ zu TCPS (Dreifachbestimmung, Lösungskonzentration = 
100 µg/ml) 
 
Insulin unterscheidet sich insofern von den beiden größeren Proteinen, als es eine geringere 
Affinität zu den Glasoberflächen aufweist. An einer unbehandelten Glasprobe adsorbieren 43% 
der an dem hydrophoben TCPS gemessenen Menge, bei der sehr hydrophilen, gereinigten Glas-
oberfläche beträgt die gemessene relative OD nur 29%. Hier scheint die elektrostatische Ab-
stoßung zwischen der negativ geladenen Glasoberfläche und dem Protein mit negativer Netto-
ladung (pI 6,0) eine entscheidende Rolle für die geringe Proteinadsorption zu spielen. 
Die funktionalisierten Glasoberflächen adsorbieren aufgrund ihrer stärkeren Hydrophilie weni-
ger Insulin als TCPS. Die relative OD beträgt jedoch noch 62% (Glas/APTES) bzw. 60% 
(Glas/PEI). Beide Oberflächen enthalten unter den Versuchsbedingungen (pH 8,4) protonierte 
Aminogruppen, die zur Anziehung des Insulins mit negativer Nettoladung beitragen. 
Nach der Beschichtung mit den hydrophilen Polymeren ist eine deutliche Reduktion der 
immunologisch nachweisbaren Proteinadsorption zu beobachten. Bei allen Proben sinkt die rela-
tive OD unter 15%. Wie bei Fibrinogen und Fibronektin ist die Adsorption des Insulin an der 
mit M-PEG-Silan beschichteten Oberfläche mit einer relativen OD von 5% am niedrigsten. 
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4.5.5 Quantitative Bestimmung der Adsorption radioaktiv markierter Proteine 
Die Methode der radioaktiven Markierung wird seit etwa 40 Jahren zur quantitativen Bestim-
mung der Menge an oberflächengebundenen Proteinen angewandt172,173. Durch den Einsatz 
radioaktiv markierter Proteine und die Messung der resultierenden Oberflächenradioaktivität 
kann unmittelbar auf die Oberflächenkonzentration von adsorbierten Proteinen geschlossen 
werden. Cooper et al. untersuchten die Adsorptionsisothermen von radioaktiv markiertem 
humanen Serumalbumin (HSA) und Fibrinogen an Polyethylen-, Polyvinylchlorid- und Silikon-
oberflächen und fanden heraus, dass die Proteinadsorption mit abnehmender Oberflächenenergie 
ansteigt174,175. Für einige Protein/Oberflächensysteme wurden mehrere Belegungsschichten 
(multilayer) bestimmt. Andrade et al. fanden z.B. multilayer-Belegungen von HSA und Fibri-
nogen an tieftemperaturisotropischem Kohlenstoff 176. 
Als radioaktive Isotope für Proteinadsorptionsstudien werden vor allem Tritium (3H)177,178 und 
125Iod verwendet179,180,181. 125I ist ein γ-Strahler mit einer Halbwertszeit von 60 Tagen. Die 
Einführung des Radioisotops in das Protein erfolgt durch Iodierung der Tyrosinreste. Als eta-
bliertes Verfahren wird die Chloramin T-Methode nach Hunter und Greenwood angewandt182. 
Bei diesem Verfahren wird das Halogen als 125I ¯ eingesetzt, das eigentliche Iodierungsagens 
125I2 wird in situ durch das Oxidationsmittel N-Chlor-4-toluolsulfonamid-Natrium (Chlor-
amin T) erzeugt. 
Für die Untersuchung der Proteinadsorption wird die native Proteinlösung einer definierten Kon-
zentration mit einer geringen Menge des isotopenmarkierten Proteins, dem tracer, versetzt und 
so auf eine bestimmte Radioaktivität eingestellt. Bei dem Verfahren wird vorausgesetzt, dass 
sich zum einen die Konzentration der Proteinlösung durch die tracer-Zugabe nicht ändert und 
dass zum anderen iodiertes und natives Protein sich nicht wesentlich in ihren Eigenschaften un-
terscheiden und bei der kompetitiven Adsorption an der Probenoberfläche eine vergleichbare 
Affinität aufweisen. Im Anschluss an den Adsorptionsschritt wird die Radioaktivität der 
Probenoberfläche gemessen und die gebundene Proteinmenge berechnet. 
 
In dieser Arbeit wird die Adsorption von radioaktiv markiertem Fibrinogen, Fibronektin und 
Insulin untersucht. Dazu wurden analog zum Vorgehen beim ELISA die Proben zwei h lang mit 
der verdünnten radioaktiven Proteinlösung inkubiert, mit Waschpuffer gewaschen und die radio-
aktive Strahlung der Probenoberflächen im Gammacounter gemessen. Wie beim ELISA wird die 
Proteinadsorption an TCPS als Referenz bestimmt. Abb. 15 zeigt die ermittelte Oberflächen-
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konzentration von Fibrinogen und Fibronektin an TCPS und den unterschiedlichen Glasober-
flächen. 
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Abb. 15: Durch radioaktive Markierung ermittelte Oberflächenkonzentration von Fibrinogen 
und Fibronektin nach Adsorption an TCPS, unmodifizierten und modifizierten 
Glasoberflächen (Dreifachbestimmung, Lösungskonzentration = 10 µg/ml) 
 
Wie schon bei den ELISA-Untersuchungen zu beobachten war, zeigen die beiden großen 
Proteine eine vergleichbare Tendenz zur Adsorption an den unterschiedlichen Glasoberflächen, 
wobei die Fibrinogenadsorption mit einer Ausnahme (Glas ger.) höher ausfällt als die des 
Fibronektins. 
Die gemessene Oberflächenkonzentration von Fibrinogen an TCPS beträgt 314 ng/cm², an 
unbehandeltem Glas 269 ng/cm² und nach der Reinigung nur noch 194 ng/cm². Unter der 
Annahme, dass sich die Molekülgröße bei der Adsorption nicht wesentlich ändert, lässt sich die 
Oberflächenkonzentration einer monomolekularen Proteinbelegung berechnen. Bei Fibrinogen 
liegt diese für einen monolayer in waagerechter (side on) Ausrichtung bei 190 ng/cm² und für 
eine Belegung mit senkrecht stehenden (end on) Molekülen bei 1.700 ng/cm² 183. Demnach ist 
davon auszugehen, dass an der gereinigten Glasoberfläche ein Fibrinogen-monolayer in side on 
Belegung vorliegt. Die Adsorption an TCPS, an unbehandeltem, mit APTES silanisiertem 
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(285 ng/cm²) und mit PEI beschichtetem Glas (252 ng/cm²) geht darüber hinaus. Dieser Über-
schuss ist entweder durch die Anlagerung einer weiteren Proteinschicht (Übergang zu 
multilayer) oder durch eine Änderung der Orientierung der Moleküle (Übergang zur end on 
Belegung) zu erklären. 
Im Gegensatz zu den ELISA-Ergebnissen wird durch die radioaktive Markierung deutlich, dass 
die absolute Fibrinogenadsorption an dem hydrophilen, negativ geladenen Glas geringer ist als 
die an TCPS und den hydrophoberen, aminofunktionalisierten APTES- bzw. PEI-Oberflächen. 
Dieser Unterschied liegt darin begründet, dass bei dem immunologischen Verfahren bei einer 
Mehrfachbelegung die unteren Proteine verdeckt werden und für die Antikörper nicht zugäng-
lich sind. Eine weitere Ursache für die Diskrepanz zwischen beiden Methoden kann in der 
strukturellen Änderung des Proteins während der Adsorption liegen. Diese kann zur Folge 
haben, dass das Epitop für den Antikörper nicht mehr zugänglich ist und das Protein somit 
immunologisch nicht mehr bestimmt werden kann. 
An den mit hydrophilen Polymeren beschichteten Glasoberflächen ist eine deutliche Vermin-
derung der Fibrinogenadsorption auf 78 ng/cm² (Glas/APTES/M-PEG), 98 ng/cm² (Glas/ 
APTES/CMD) und 41 ng/cm² (Glas/PEI/M-PEG) festzustellen. Wie bei den ELISA-Unter-
suchungen wird die geringste Oberflächenkonzentration mit 22 ng/cm² an der mit M-PEG-Silan 
modifizierten Glasoberfläche gemessen. Sie beträgt nur 7% der an TCPS adsorbierten Menge 
und stimmt annähernd mit der beim ELISA ermittelten relativen OD von 8% überein. 
In der Literatur werden widersprüchliche Angaben zur Fibrinogenadsorption an modifizierten 
Glasoberflächen gemacht. Die Oberflächenkonzentration von Fibrinogen an hydrophilem Glas 
wird mit Werten zwischen 34 und 240 ng/cm² angegeben184,185, während an mit PEG modifizier-
ten Quarzoberflächen Werte von 24 bis 350 ng/cm² gemessen wurden186. Diese großen Unter-
schiede liegen möglicherweise in der Wahl der Adsorptionsbedingungen (Lösungskonzentration, 
pH-Wert, Adsorptionsdauer und Temperatur) und der jeweiligen Messmethode begründet. 
 
Die adsorbierten Fibronektinmengen an TCPS (238 ng/cm²), unbehandeltem (207 ng/cm²), ge-
reinigtem (199 ng/cm²), silanisiertem (214 ng/cm²) und PEI-beschichtetem (197 ng/cm²) Glas 
liegen trotz des großen Unterschieds in der Hydrophilie der Oberflächen in einem engen Bereich 
und entsprechen annähernd einer monomolekularen Belegung in side on Ausrichtung. Diese ist 
bei einer Oberflächenkonzentration von 240 ng/cm² Fibronektin erreicht, während für einen 
monolayer in end on Ausrichtung 1900 ng/cm² angegeben werden187. Der Übergang zu einem 
multilayer oder zur end on Ausrichtung wird bei keiner der untersuchten Proben beobachtet. 
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Durch die Immobilisierung von M-PEG und CMD an die silanisierte Glasoberfläche verringert 
sich die Fibronektinadsorption auf 72 bzw. 89 ng/cm². Doch erst die höhere M-PEG-Kopplungs-
dichte an der mit PEI beschichteten Glasprobe führt zu einer Reduktion der Fibronektinadsorp-
tion auf 23 ng/cm². Die geringste Fibronektinmenge wird mit 7 ng/cm² nach der Silanisierung 
mit M-PEG-Silan gemessen. Dieser Wert entspricht 3% von der Oberflächenkonzentration an 
TCPS und stimmt exakt mit der durch ELISA bestimmten relativen OD überein. 
 
In Abb. 16 sind die an TCPS und den verschiedenen Glasoberflächen adsorbierten Insulin-
mengen zusammengefasst. 
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Abb. 16: Durch radioaktive Markierung ermittelte Oberflächenkonzentration von Insulin nach 
Adsorption an TCPS, unmodifizierten und modifizierten Glasoberflächen (Dreifach-
bestimmung, Lösungskonzentration = 100 µg/ml) 
 
Analog zu den ELISA-Ergebnissen wird bei dem kleinen Insulin ein ganz anderes Adsorptions-
verhalten als bei den beiden großen Proteinen beobachtet. Aufgrund der geringeren Größe des 
Insulins sind geringere Schichtdicken für die monomolekularen Belegungen zu erwarten. Eine 
monomolekulare Belegung mit monomerem Insulin entspricht einer Oberflächenkonzentration 
von 110 ng/cm², wohingegen für monolayer des Dimeren 220 ng/cm² und des Hexameren 
270 ng/cm² angenommen werden157. An TCPS werden 105 ng/cm², also ein monolayer des nicht 
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assoziierten Insulins, gemessen. Dieses spricht dafür, dass das Insulin in dieser Lösungs-
konzentration bei zinkfreier Präparation überwiegend als Monomeres vorliegt und auch als 
solches an der Oberfläche adsorbiert, wie es ebenfalls in der Literatur beobachtet wurde188. An 
anderen hydrophoben Polymeren wie Polyethylen, Polyethylen-co-vinylacetat und Polyvinyl-
chlorid fanden Rabinow et al. Oberflächenkonzentrationen von 70 bis 130 ng/cm² 189. 
Im Gegensatz zu den größeren Proteinen ist die Adsorption an der unbehandelten und der gerei-
nigten Glasprobe mit 32 und 10 ng/cm² viel geringer als an TCPS. Das ist auf die Hydrophilie 
des Glases und auf den ausgeprägten Charakter der elektrostatischen Wechselwirkungen des 
Insulins mit negativer Nettoladung und der negativ geladenen Glasoberfläche zurückzuführen190. 
Vergleichbare Ergebnisse werden von Buijs et al. berichtet, die an mit Piranha-Lösung 
behandelten, hydrophilen Siliciumoberflächen 7 ng/cm² und nach Hydrophobierung mit Dichlor-
dimethylsilan 120 ng/cm² Insulin gemessen haben161. 
Die silanisierte Glasoberfläche zeigt mit 82 ng/cm² eine im Vergleich zu TCPS verminderte Ad-
sorption, die PEI-Beschichtung führt zu einer Verringerung auf 67 ng/cm². Die relativ hohen 
Werte sind auf die elektrostatische Anziehung zwischen dem Insulin mit negativer Nettoladung 
und den positiv geladenen, aminofunktionalisierten Glasoberflächen zurückzuführen. 
Die Oberflächenkonzentration des Insulins nach der M-PEG- und CMD-Kopplung an der mit 
APTES funktionalisierten Glasoberfläche ist mit 67 und 66 ng/cm² überraschend hoch, zumal 
bei den ELISA-Untersuchungen eine deutliche Verminderung an diesen Proben gemessen wur-
de. Die Erklärung dafür ist in der geringen Molekülgröße des Insulins zu suchen. Scheinbar ist 
das Protein in der Lage, in die Zwischenräume der PEG- und Dextranketten einzudringen. Bei 
der radioaktiven Markierung werden auch diese Moleküle erfasst, während sie für die Anti-
körper beim ELISA nicht zugänglich sind. Im Gegensatz dazu ist die Dichte an PEG-Ketten auf 
den Proben Glas/PEI/M-PEG und Glas/M-PEG-Silan so hoch, dass das Eindringen in die 
Zwischenräume ausgeschlossen werden kann. Die Oberflächenkonzentration beträgt bei beiden 
Proben lediglich 4 ng/cm². 
 
Bei einer vergleichenden Betrachtung der Ergebnisse der Studien zur Proteinadsorption heben 
sich nach allen drei angewendeten Methoden die mit PEI/M-PEG und die mit M-PEG-Silan 
modifizierten Glasoberflächen hinsichtlich ihrer proteinresistenten Wirkung von den übrigen ab. 
Sowohl die Immobilisierung des M-PEG an die aminogruppenreiche PEI-Beschichtung als auch 
die Silanisierung mit M-PEG-Silan führen zu einer Kopplungsdichte, die es erlaubt, die Adsorp-
tion aller ausgewählten Proteine effizient zu vermindern. 
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4.6 Untersuchung der in vitro Biokompatibilität der modifizierten Glasoberflächen 
In Ergänzung zur Bestimmung der Proteinadsorption an den modifizierten Glasoberflächen wird 
in dem folgenden Kapitel anhand von in vitro Biokompatibilitätstests untersucht, inwieweit die 
proteinabweisenden Oberflächenmodifizierungen imstande sind, die Thrombozytenaggregation 
beim Blutkontakt und die Adhäsion von Zellen im Gewebekontakt zu verhindern. Dazu werden 
die Glasproben in direkten Kontakt mit humanen Thrombozyten und Mausfibroblasten der 
Zelllinie L929 gebracht, und anschließend wird das Verhalten der Blutplättchen bzw. der Zellen 
beurteilt. 
 
4.6.1 Untersuchung der Thrombozytenadhäsion 
Die Thrombozytenadhäsion wird vielfach als Maß für die zellulär induzierte Thrombusbildung 
zur Bewertung der Thrombogenität von Biomaterialien herangezogen191. Daher wird die Throm-
bozytenadhäsion an den modifizierten Glasoberflächen nach 24-stündigem Kontakt mit throm-
bozytenreichem Blutplasma untersucht. 
Die Beurteilung der Thrombozytenadhäsion erfolgt anhand dreier Kriterien: der Belegungsdichte 
(geringe/mittlere/hohe), der Aggregatbildung (keine/leichte/deutliche) und der Morphologie der 
adhärierenden Thrombozyten. Insbesondere morphologische Veränderung weisen auf eine 
Aktivierung der Blutplättchen hin. Nicht aktivierte Thrombozyten sind kugelig (discoid). Mit 
zunehmender Aktivierung bilden sich verzweigte (dendritische) Strukturen aus, während völlig 
ausgebreiteten Blutplättchen die höchste Stufe der Aktivierung beigemessen wird192. Als 
Referenzoberfläche wird Polypropylen (PP) eingesetzt, das eine hohe Thrombozytenadhäsion 
induziert. 
 
In Abb. 17 sind die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen repräsentativ ausgewählter 
Probenausschnitte der Referenzoberfläche aus PP und gereinigtem Glas nach Inkubation mit 
thrombozytenreichem Blutplasma dargestellt. 
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Negativkontrolle PP Glas gereinigt 
  
Abb. 17: Thrombozytenadhäsion an einer PP- und einer gereinigten Glasoberfläche (1000-fache 
Vergrößerung, der eingetragene Maßstab beträgt 20 µm) 
 
Auf der Referenzoberfläche PP und auf gereinigtem Glas ist eine gleichmäßige Verteilung der 
Thrombozyten mit hoher Belegungsdichte zu erkennen. Neben wenigen abgekugelten und den-
dritischen Thrombozyten, die nicht oder nur schwach aktiviert sind, findet sich eine Vielzahl 
ausgebreiteter, aktivierter Zellen. An der gereinigten Glasoberfläche ist darüber hinaus noch eine 
deutliche Aggregatbildung zu beobachten. 
 
Abb. 18 zeigt die Thrombozytenadhäsion an den mit APTES und PEI modifizierten Glasober-
flächen vor und nach der M-PEG-Kopplung. 
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Glas/APTES Glas/APTES/M-PEG 
  
  
Glas/PEI Glas/PEI/M-PEG 
  
Abb. 18: Thrombozytenadhäsion an mit APTES bzw. PEI modifizierten Glasoberflächen vor 
und nach der Immobilisierung von M-PEG (1000-fache Vergrößerung, der eingetrage-
ne Maßstab beträgt 20 µm) 
 
Die silanisierte und die PEI beschichtete Glasoberfläche zeigen ähnlich wie die gereinigte Glas- 
und die Referenzprobe eine gleichmäßige Verteilung der Blutplättchen mit hoher Belegungs-
dichte. Während die Thrombozyten an der Probe Glas/APTES überwiegend stark ausgebreitet 
sind, treten sie an der PEI-Oberfläche vermehrt in abgekugelter Form auf. In beiden Fällen wird 
eine leichte Aggregatbildung beobachtet. Durch die Kopplung des M-PEG wird an beiden Ober-
flächen die Zahl der adhärierenden Thrombozyten deutlich reduziert. Die wenigen vorhandenen 
Blutplättchen sind an Glas/APTES/M-PEG zwar aggregiert aber nur leicht aktiviert, an Glas/ 
PEI/M-PEG sind überhaupt keine Anzeichen einer Aktivierung oder Aggregatbildung zu erken-
nen. 
 
In Abb. 19 sind die REM-Aufnahmen der Thrombozytenadhäsion an einer mit M-PEG-Silan 
und einer mit APTES/CMD behandelten Glasoberfläche dargestellt. 
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Glas/M-PEG-Silan Glas/APTES/CMD 
  
Abb. 19: Thrombozytenadhäsion an mit M-PEG-Silan und APTES/CMD modifizierten Glas-
oberflächen (1000-fache Vergrößerung, der eingetragene Maßstab beträgt 20 µm) 
 
Während die vereinzelt vorhandenen Thrombozyten bei der Probe Glas/M-PEG-Silan abgeku-
gelt und nicht aktiviert sind, neigen sie auf der mit APTES/CMD modifizierten Glasoberfläche 
zur Aggregation. Einige Thrombozyten an der mit dem Dextran beschichteten Glasoberfläche 
zeigen mit ihrer stark ausgebreiteten Gestalt deutliche Anzeichen einer Aktivierung. 
 
4.6.2 Untersuchung der Adhäsion von L929 Mausfibroblasten 
Die zellabweisende Wirkung der modifizierten Glasoberflächen wird in direktem Kontakt mit 
L929 Mausfibroblasten untersucht. Die Zelllinie L929 wird international als standardisiertes 
Kurzzeitsystem zur Bewertung der Zytotoxizität von Biomaterialien eingesetzt193. 
Nach 24-stündiger Inkubation mit den L929 Mausfibroblasten wird eine Übersichtsfärbung mit 
Hämalaunlösung angefertigt und anschließend das äußere Erscheinungsbild der anheftenden 
Zellen unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Grundlage der Bewertung ist, inwieweit die Proben-
oberfläche einen Einfluss auf die Zelldichte und die Gestalt der adhärierenden Zellen hat. Vitale 
murine Fibroblasten, die auf einer zellverträglichen Oberfläche siedeln, besitzen ein deutlich 
ausgebreitetes Zytoplasma und eine scharf begrenzte Zellmembran. 
 
In Abb. 20 sind die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Zellen nach 24-stündigem Kontakt mit 
den Referenzoberflächen (zellverträgliche Biofolie® bzw. zelltoxisches Polyvinylchlorid (PVC)) 
sowie mit den unbeschichteten Glasoberflächen in 200-facher Vergrößerung dargestellt. 
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Negativkontrolle Biofolie® Positivkontrolle PVC 
  
  
Glas unbehandelt Glas gereinigt 
  
Abb. 20: Morphologie von L929 Mausfibroblasten nach 24-stündigem Kontakt mit Kontroll- 
und unmodifizierten Glasoberflächen (200-fache Vergrößerung, der eingetragene 
Maßstab beträgt 100 µm) 
 
Die Negativkontrolle, das unbehandelte und das gereinigte Glas zeigen das typische Erschei-
nungsbild der murinen Fibroblastenzelllinie L929. Sie haben sich mit Ausnahme der physio-
logisch abgerundeten, mitotischen Zellen regelmäßig ausgebreitet. Über die ganze Probenober-
fläche erstreckt sich eine dichte Besiedlung, wobei die Anzahl der Zellen an der Negativkon-
trolle am höchsten und an der unbehandelten Glasoberfläche am geringsten ist. Die Zellen lassen 
keine morphologisch sichtbaren Zeichen einer zellulären Dysfunktion erkennen. Die Zellen auf 
der Positivkontrolle weisen deutliche Anzeichen einer gestörten Morphologie auf. Die Zellkerne 
erscheinen verdichtet und geschrumpft. Die Anzahl der Zellen sowie deren Ausbreitungs-
vermögen sind stark reduziert. Die Zellen haben das typische Erscheinungsbild der murinen 
Fibroblastenzelllinie L929 verloren. 
 
Die Bilder nach Zellkontakt zu den mit APTES bzw. PEI modifizierten Glasoberflächen vor und 
nach der M-PEG-Kopplung sind in Abb. 21 zusammengefasst. 
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Glas/APTES Glas/APTES/M-PEG 
  
  
Glas/PEI Glas/PEI/M-PEG 
  
Abb. 21: Morphologie von L929 Mausfibroblasten nach 24-stündigem Kontakt mit einer mit 
APTES bzw. PEI modifizierten Glasoberfläche vor und nach der Immobilisierung von 
M-PEG (200-fache Vergrößerung, der eingetragene Maßstab beträgt 100 µm) 
 
Die mit APTES und PEI modifizierten Oberflächen zeigen das typische Erscheinungsbild der 
murinen Fibroblastenzelllinie L929, wie es bei der Negativkontrolle und den unbeschichteten 
Glasproben zu beobachten ist. Die mit APTES/M-PEG modifizierte Glasoberfläche weist eine 
deutliche Reduktion der Zellzahl und ein vermindertes Ausbreitungsvermögen der einzelnen 
Zellen auf. Die Zellen haben das typische Erscheinungsbild verloren, die Zellkerne erscheinen 
verdichtet und geschrumpft. Eine noch deutlichere Verminderung der Zellzahl wird an der mit 
PEI und M-PEG beschichteten Oberfläche festgestellt. 
 
Abb. 22 zeigt die Zellbilder an einer mit M-PEG-Silan sowie einer mit APTES und CMD modi-
fizierten Glasoberfläche. 
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Glas/M-PEG-Silan Glas/APTES/CMD 
  
Abb. 22: Morphologie von L929 Mausfibroblasten nach 24-stündigem Kontakt mit einer mit 
M-PEG-Silan sowie einer mit APTES und CMD modifizierten Glasoberfläche (200-
fache Vergrößerung, der eingetragene Maßstab beträgt 100 µm) 
 
Auf der mit APTES/CMD und der mit M-PEG-Silan modifizierten Glasoberfläche ist die Zell-
besiedlung so stark herabgesetzt, dass nur noch vereinzelte Zellen in dem untersuchten Bereich 
zu sehen sind. Die Struktur ist im Vergleich zur Negativkontrolle deutlich verändert. Die Zellen 
sind nicht oder nur wenig ausgebreitet und die Kerne erscheinen verdichtet und geschrumpft. 
 
Die Beeinträchtigung der Zelladhäsion an den PEG- und CMD-modifizierten Glasoberflächen 
ist zum einen auf die Minimierung der Adsorption von zelladhäsionsfördernden Proteinen, die 
von den Zellen exprimiert werden, zurückzuführen. Zum anderen spielen die sterische Abwei-
sung durch die hochbeweglichen Polymerketten und der Mangel an elektrostatischen Wechsel-
wirkungen zwischen den ungeladenen Polymerschichten und den sich annähernden Zellen eine 
wichtige Rolle. Wie bei der Proteinadsorption ist die Adhäsion von Zellen thermodynamisch 
ungünstig, da sie zu einem Entropieverlust der gekoppelten Polymere infolge der Einschränkung 
der Kettenbeweglichkeit führen würde. 
 
Die Zellversuche belegen die bei der Untersuchung der Proteinadsorption und der Thrombo-
zytenadhäsion gefundene Tendenz in Bezug auf die Effektivität der Ausrüstung der Glasober-
flächen. Während die Zelladhäsion an mit APTES und an mit PEI funktionalisiertem Glas der an 
den unbeschichteten Glasproben vergleichbar ist, kann durch die Kopplung von M-PEG und 
CMD eine deutliche Verminderung der adhärierenden Zellen erzielt werden. Die mit PEI/ 
M-PEG und M-PEG-Silan beschichteten Glasoberflächen hingegen lassen nur eine minimale 
Zelladhäsion zu. 
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5 Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen 
5.1 Charakterisierung der unmodifizierten Titanoberflächen 
Titan ist ein silberweißes und gut leitendes Leichtmetall mit großer mechanischer Festigkeit, 
hohem Schmelzpunkt, niedrigem thermischen Ausdehnungskoeffizienten und einer außerordent-
lich hohen Korrosionsbeständigkeit194. Es kombiniert die Qualitäten von Aluminiumlegierungen 
und von rostfreiem Stahl und ist daher ein bedeutender Werkstoff in der Luft- und Raumfahrt 
sowie im Apparatebau und der Medizintechnik. Titan ist ein dimorphes Element, das bei Raum-
temperatur in einer hexagonal dichten Kugelpackung (α-Phase) vorliegt und beim Erstarren aus 
der Schmelze (Schmelzpunkt = 1667°C) oder beim Erhitzen über 882°C in einer kubisch raum-
zentrierten Kugelpackung (β-Phase) kristallisiert194. Diese beiden Kristallstrukturen sind die 
Grundlage für die Einteilung der Titanlegierungen in α-, α/β- und β-Legierungen195. Je nach 
Legierungszusatz können die vorherrschende Struktur und damit auch die mechanischen und 
metallurgischen Eigenschaften der Legierung gesteuert werden. Die α-Phase zeichnet sich durch 
eine hohe Kriechbeständigkeit bei hohen Temperaturen und daher durch eine gute Schweiß-
barkeit aus. Die höhere Dichte und die höhere Zugfestigkeit in der β-Phase führen zu einer 
besseren Duktilität. β-Legierungen lassen sich deshalb sehr gut kalt umformen. Außerdem sind 
β-Legierungen härter als α-Legierungen. 
 
In dieser Arbeit werden als Modelloberflächen Scheiben aus der in der Orthopädie eingesetzten 
Titanlegierung Ti6Al4V (ISO 5832-3) verwendet. Während Aluminium die α-Phase stabilisiert, 
unterstützt Vanadium die Ausbildung der β-Phase195. Diese Legierung stellt eine sorgfältig aus-
gewählte Kombination von beiden Phasen dar und wird wegen ihrer mechanischen Eigen-
schaften bevorzugt für künstliche Hüft- und Kniegelenke verwendet. Der Schmelzpunkt von 
Ti6Al4V liegt zwischen 1600 und 1650°C, die Dichte beträgt 4,42 g/cm³. Laut Datenblatt des 
Herstellers besitzt die Legierung einen Elastizitätsmodul von 106 bis 114 GPa und eine 
Zugfestigkeit von 1035 bis 1410 MPa, die Reißdehnung liegt unterhalb von 10%196. Die Härte 
nach Rockwell (EN 10109) in der C-Skala beträgt 36 HRC und ist vergleichbar mit der von 
gehärteten Stählen195. 
 
Reines Titan ist sehr reaktiv und bildet mit reinem Sauerstoff und vielen sauerstoffhaltigen 
Verbindungen Oxide. An der Luft erfolgt die spontane Oxidation des Metalls. Da der energe-
Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen 79 
 
tisch günstigste Zustand des Titans die Oxidationsstufe +IV ist, entsteht an der Titanoberfläche 
überwiegend Titandioxid (Gl. 8)197. 
 
Ti + O2 (8)TiO2  
 
Die Dicke einer natürlichen Titandioxidschicht beträgt je nach Alter und Lagerbedingungen 
zwischen 3 und 7 nm197. Titandioxid ist im Gegensatz zum reaktiven Titan chemisch sehr stabil 
und schützt das Metall vor Korrosion (Passivierung)198. Die chemische Stabilität der Oxid-
schicht und ihre Beständigkeit gegenüber Körperflüssigkeiten sind entscheidend für die hohe 
Bioinertheit des Titans51. 
Die oxidierte Titanoberfläche zeigt eine Affinität zu Wasser und adsorbiert Wassermoleküle aus 
der Luftfeuchtigkeit. Die Adsorption erfolgt bevorzugt an den nicht abgesättigten, fünffach 
koordinierten Titanionen an der äußersten Oberfläche197. Dort werden die Wassermoleküle 
chemisch gebunden und vervollständigen die bevorzugte sechsfache Koordination des Titans. 
Ein großer Teil des gebundenen Wassers dissoziiert, wobei die Hydroxid-Ionen an das Titan 
koordiniert bleiben und basische Hydroxylgruppen bilden, während die Protonen auf benach-
barte Oxid-Ionen übertragen werden und dort zu sauren Hydroxylgruppen führen197. Darüber 
hinaus werden weitere Wassermoleküle über Wasserstoffbrücken adsorptiv an den polaren und 
geladenen Gruppen der äußersten Oxidschicht gebunden. Das Resultat ist eine hydratisierte 
Titandioxidoberfläche (TiO2 x n H2O), die neben dem physikalisch adsorbierten Wasser 2 bis 3 
chemisch gebundene Wassermoleküle/nm² und 5 bis 6 Hydroxylgruppen/nm² enthält199. Die 
Hydroxylgruppen sind amphoter. Der pI des Titandioxids liegt je nach Vorbehandlung zwischen 
3,5 und 6,7. Unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) trägt die passivierte Titanoberfläche 
eine schwach negative Nettoladung. 
 
Bei Lagerung an Luft ist eine Verunreinigung der Oberfläche mit organischen Molekülen unver-
meidbar. Neben der Adsorption von Kohlenwasserstoffen wurde in geringem Umfang die 
Reaktion mit Alkoholen und Carbonsäuren unter Bildung von Alkoxiden (Gl. 9) bzw. 
Carboxylaten (Gl. 10) nachgewiesen200. 
 
HO-CH2-R (9)Ti-O-CH2-RTi-OH ++ H2O  
 
HOOC-R (10)Ti-OOC-RTi-OH ++ H2O  
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Derartige Verunreinigungen können den Erfolg einer Oberflächenmodifizierung beeinträchtigen 
und sollten daher vorher weitestgehend beseitigt werden. Gängige Methoden zur Entfernung 
organischer Verunreinigungen sind Säure-, Plasma- oder Wasserstoffperoxidbehandlungen. Bei 
reinem Titan ist eine Salpetersäurepassivierung nach dem Standard F-86 der American Society 
for Testing and Materials (ASTM) üblich. Wegen einer gesteigerten Ionenfreisetzung nach der 
Behandlung ist sie für die verwendete Ti6Al4V-Legierung allerdings nicht empfehlenswert201. 
Plasmabehandlungen zeigen zwar eine sehr hohe Reinigungswirkung, plasmagereinigte Titan-
oberflächen sind jedoch besonders anfällig für erneute Verunreinigung202. Daher werden die 
Titanproben in dieser Arbeit einer Reinigung mit einem Schwefelsäure/Wasserstoffperoxid-
gemisch (Piranha-Lösung) unterzogen. Neben dem Reinigungseffekt führt diese Behandlung zu 
einer verstärkten Oxidschicht mit einem dichten inneren und einem porösen äußeren Bereich203. 
 
Die Effektivität der Reinigung der Titanoberfläche wird anhand der Benetzbarkeit und der 
Elementzusammensetzung überprüft. In Tab. 12 sind die nach der sessile drop Methode 
gemessenen Kontaktwinkel einer Titanoberfläche vor und unmittelbar nach der Reinigung mit 
Piranha-Lösung gegenübergestellt. 
 
Tab. 12: Sessile drop Kontaktwinkel einer unbehandelten und einer mit Piranha-Lösung gerei-
nigten Titanoberfläche mit Wasser (Dreifachbestimmung) 
 
Probe Kontaktwinkel in ° 
Titan unbehandelt 45 ± 4 
Titan gereinigt 20 ± 3 
 
Die unbehandelte Titanoberfläche ist mit einem sessile drop Kontaktwinkel von 45° relativ 
hydrophil. Nach der Behandlung mit Piranha-Lösung wird ein Kontaktwinkel von 20° gemessen. 
Die starke Hydrophilie spricht für eine effektive Entfernung der hydrophoben, organischen 
Verunreinigungen sowie für die Ausbildung einer hydratisierten Titanoxidschicht. 
 
Tab. 13 zeigt die durch XPS ermittelte chemische Zusammensetzung einer unbehandelten und 
einer mit Piranha-Lösung gereinigten Titanprobe im Vergleich zu der berechneten Element-
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zusammensetzung einer Oxidschicht, die sich im Verhältnis 90:6:4 aus den stabilsten Oxiden 
der Legierungsbestandteile TiO2, Al2O3 und V2O5 zusammensetzt. 
 
Tab. 13: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer unbehandelten und einer ge-
reinigten Titanoberfläche im Vergleich zu der berechneten Elementzusammensetzung 
der Oxidschicht 
 
Photolinie C1s Ti2p Al2p V2p O1s Ca2p N1s Si2p Cu2p Rest 
EB in eV 285,0 458,2 74,4 516,3 530,4 532,2 346,6 400,0 102,2 932,6 - 
Titan ber. in 
Atom-% - 30,0 2,4 1,1 66,5 - - - - - - 
Titan unb. 
in Atom-% 49,6 5,9 - - 11,5 24,9 2,1 1,8 1,4 1,1 1,7 
a 
Titan ger. in 
Atom-% 18,1 20,0 4,0 0,5 41,0 16,4 - - - - - 
a (S, K, Sn) 
 
Die unbehandelte Titanoberfläche weist mit 49,6 Atom-% Kohlenstoff einen bedeutenden Anteil 
an organischen Verunreinigungen auf. Es werden lediglich 5,9 Atom-% Titan gemessen. Die 
Bindungsenergie von 458,2 eV ist der Oxidationsstufe +IV im TiO2 zuzuordnen. Metallisches 
Titan wird bei einer Bindungsenergie von 454,0 eV erwartet aber im XPS-Spektrum nicht 
detektiert. Aluminium und Vanadium, die anderen Elemente der Legierung, werden nicht 
gemessen. Neben Kohlenstoff ist Sauerstoff mit 36,4 Atom-% Hauptbestandteil der unbehan-
delten Titanoberfläche. Im hochaufgelösten O1s-Spektrum ist der Peak bei der Bindungsenergie 
von 530,4 eV auf die Oxid-Ionen der an der Luft gebildeten Oxidschicht (TiO2) zurückführen. 
Zu dem zweiten Sauerstoff-Peak bei der Bindungsenergie von 532,2 eV tragen Sauerstoffatome 
aus sauerstoffhaltigen Kohlenwasserstoffen und von gebundenem Wasser bei. Die Oberflächen-
hydroxylgruppen sind ebenfalls in diesem Peak enthalten. Als Verunreinigungen liegen neben 
Kohlenstoff noch Metalle (Ca, Cu, K und Sn) und Nichtmetalle (N, Si und S) vor. 
Nach der Behandlung mit Piranha-Lösung zeigt die Titanoberfläche eine deutlich veränderte 
Elementzusammensetzung. Der Kohlenstoffgehalt ist mit 18,1 Atom-% um ca. 30 Atom-% 
geringer als in der unbehandelten Probe, die übrigen Verunreinigungen werden nicht mehr 
gemessen. Der Titananteil hingegen ist mit 20,0 Atom-% mehr als dreimal so groß wie vor der 
Behandlung. Mit 4,0 Atom-% Aluminium und 0,5 Atom-% Vanadium werden auch die anderen 
Bestandteile der Titanlegierung detektiert. Die Bindungsenergien von 74,4 und 516,3 eV sind 
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der Oxidationsstufe +III des Aluminiums bzw. +V des Vanadiums zuzuordnen. Während sich 
das Aluminium im Vergleich zur berechneten Elementzusammensetzung in der Oxidschicht 
anreichert, ist der Vanadiumanteil sehr gering. Diese Entmischung der Elemente in der Oxid-
schicht der Ti6Al4V-Legierung wurde bereits von Anselme et al. sowie Sittig et al. beschrie-
ben204,205. Der Hauptbestandteil nach der Reinigung ist Sauerstoff mit 57,4 Atom-%. Die Verän-
derungen in der Elementzusammensetzung belegen die Reduzierung der organischen Verunrei-
nigung durch die Behandlung mit Piranha-Lösung. Der hohe Sauerstoffgehalt lässt auf eine 
hydratisierte Titanoxidschicht schließen. 
 
5.2 Funktionalisierung der Titanoberflächen 
Zur Generierung von Aminofunktionen für die kovalente Anbindung von Wirkstoffen wird die 
Titanoberfläche zum einen durch chemical vapour deposition (CVD) Polymerisation von amino-
substituierten [2.2]-para-Cyclophanen mit dünnen Filmen aus aminofunktionellen Poly-para-
xylylenen beschichtet. Zum anderen wird die Silanisierung mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
(APTES) als Methode zur Oberflächenfunktionalisierung herangezogen (vgl. Schema 2). 
 
5.2.1 Funktionalisierung durch CVD-Polymerisation von aminosubstituierten 
[2.2]-para-Cyclophanen 
5.2.1.1 Darstellung von aminosubstituierten [2.2]-para-Cyclophanen 
Für die CVD-Polymerisation werden [2.2]-para-Cyclophane (PCP) hergestellt, deren aroma-
tische Ringe mit Aminogruppen substituiert sind. Das einfach substituierte 4-Amino-[2.2]-para-
cyclophan (A-PCP) wird üblicherweise in einer fünfstufigen Reaktion aus PCP syntheti-
siert206,207. Die Syntheseroute ist in Schema 8 dargestellt. 
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Schema 8: Fünfstufige Syntheseroute zur Darstellung von A-PCP 
 
Dabei wird das Zwischenprodukt 4-Carboxy-[2.2]-para-cyclophan 12 zum Azid 14 umgesetzt 
und dieses durch Curtius-Umlagerung zu dem entsprechenden Amin 15 abgebaut. Diese Syn-
theseroute ist sehr aufwendig und führt nur zu geringen Ausbeuten. Im Rahmen dieser Arbeit 
wird daher ein einfacherer, zweistufiger Syntheseweg, bestehend aus der Nitrierung der aroma-
tischen Ringe des PCP und anschließender Reduktion der Nitrogruppen, verfolgt. Diese Route 
bietet zudem die Möglichkeit, zweifach substituierte Diamino-[2.2]-para-cyclophane (DA-PCP) 
herzustellen, die zu einer Steigerung der Aminogruppendichte in dem durch CVD-Polymeri-
sation erzeugten Polymeren führen sollen. 
 
Nitrierung von PCP 
 
Mit herkömmlichen Nitrierungsreagenzien ist eine Zweitsubstitution nicht oder nur in sehr 
geringem Umfang möglich, da das Molekül nach der Erstsubstitution deaktiviert ist208. Cram 
erzielte durch Nitrierung von PCP mit einem Salpetersäure/Schwefelsäuregemisch (Nitriersäure) 
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Ausbeuten von 33% für das 4-Nitro-[2.2]-para-cyclophan (N-PCP) und 7% für die Dinitro-
[2.2]-para-cyclophane (DN-PCP)209. Olah entwickelte Nitrierungssysteme, die auf der Verwen-
dung salzartiger, nitroniumionenhaltiger Substanzen beruhen210. Während das wirksame Nitro-
niumion bei säurekatalysierten Nitrierungssystemen erst in Gleichgewichtsreaktionen gebildet 
werden muss, kann bei der Verwendung salzartiger Nitrierungsreagenzien eine nahezu beliebige 
Konzentration an Nitroniumionen eingestellt und die Reaktionsführung durch Temperaturkon-
trolle gesteuert werden. Die Temperatur ist lediglich vom Gefrierpunkt des Lösungsmittels ab-
hängig, sodass stark selektive Nitrierungsbedingungen erreicht werden können. Coon konnte mit 
Nitroniumtrifluormethansulfonat bei der Nitrierung von Toluol zu Dinitrotoluol in verschiede-
nen Lösungsmitteln durchgehend Ausbeuten von über 95% erzielen211. 
 
In dieser Arbeit wird als Nitrierungssystem ein Salpetersäure/Trifluormethansulfonsäure-
Gemisch in Methylenchlorid gewählt. Bei diesem System wird zunächst nach Gl. 11 das Nitro-
niumtrifluormethansulfonat gebildet, das als eigentliches Nitrierungsreagenz dient. 
 
HNO3 (11)NO2+ CF3SO3-2 CF3SO3H ++ H3O+ CF3SO3-  
 
Die Darstellung des Nitrierungsreagenzes erfolgt durch vorsichtige Zugabe rauchender Salpeter-
säure zu einer gekühlten Lösung der Trifluormethansulfonsäure in Methylenchlorid. Dabei fällt 
das Nitroniumsalz als weißer Feststoff aus. Die Nitrierung von PCP mit Nitroniumtrifluor-
methansulfonat ist in Schema 9 dargestellt. 
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NO2 NO2
O2N
+
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CH2Cl2, -78/-18 °C
16 17  
Schema 9: Nitrierung von PCP mit Nitroniumtrifluormethansulfonat 
 
PCP 10 wird zu der auf -78°C gekühlten Suspension des Nitroniumtrifluormethansulfonats 
gegeben. Der Reaktionsverlauf kann über die Temperatur und die Reaktionsdauer gesteuert 
werden206,212. Während bei einer Reaktionsdauer von 10 Minuten bei -78°C in erster Linie das 
einfach substituierte N-PCP 16 gebildet wird, führt eine längere Reaktionszeit von 30 Minuten 
und anschließendes Rühren bei -18°C für 2 h überwiegend zu zweifach substituierten Produkten 
17. Die Reaktion wird beendet, indem das Reaktionsgemisch auf Eis gegossen wird. Für eine 
säulenchromatographische Isolierung der erhaltenen Nitroverbindungen kann kein geeignetes 
Laufmittelsystems gefunden werden. Daher werden die Produkte gemeinsam massenspektro-
metrisch sowie durch IR- und NMR-Spektroskopie analysiert und bei der Reduktion eingesetzt. 
 
Das IR-Spektrum des Kaliumbromid-Presslings der Produkte (Auswertung siehe Kap. 6.4.4.1.1 
im Experimentellen Teil) liefert anhand der charakteristischen Banden der symmetrischen und 
asymmetrischen NO-Valenzschwingungen bei 1342 und 1518 cm-1 den Beweis für die ein-
geführten Nitrogruppen. Im Laser-Desorptions-/Ionisations- (laser desorption/ionization, LDI) 
TOF-Massenspektrum des Produktgemischs (siehe Abb. A5 im Anhang) werden zwei Peaks bei 
m/z 253,1 und 298,1 detektiert. Diese Werte stimmen mit den berechneten, monoisotopischen 
Massen der Molekülionen [M-e-]+ von N-PCP und DN-PCP überein, die jeweils durch den 
Verlust eines Elektrons erzeugt werden. Der Peak des unsubstituierten PCP bei m/z 208,1 wird 
nicht beobachtet. 
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Durch NMR-Spektroskopie kann die Substitution der aromatischen Ringe des PCP nach-
gewiesen werden. Während das 1H-NMR-Spektrum des unsubstituierten PCP aufgrund seiner 
hohen Symmetrie nur zwei Signale enthält (siehe Abb. A3 im Anhang), nämlich ein Singulett 
für die aliphatischen Brückenprotonen bei 3,07 ppm und eines für die aromatischen Protonen bei 
6,48 ppm, erfahren die Signale von substituierten PCP eine deutliche Aufspaltung. Das 
1H-NMR-Spektrum des Produktgemischs in Abb. 23 zeigt ein kompliziertes Aufspaltungs-
muster. 
 
 
Abb. 23: 1H-NMR-Spektrum des Produktgemischs der Nitrierung von PCP in CDCl3 
 
Die Signale des unsubstituierten PCP sind in dem Spektrum der Produkte nicht enthalten. Das 
spricht für einen vollständigen Umsatz bei der Nitrierung. Der Bereich von 2,85 bis 3,33 ppm 
sowie das Multiplett bei 4,00 ppm stammen von den Protonen der Ethylenbrücken der nitrierten 
PCP. Das Resonanzsignal eines der beiden Brückenprotonen, die sich in γ-Stellung zu der Nitro-
gruppe des Ringes befinden, ist auf 4,00 ppm besonders stark zu tiefem Feld hin verschoben, das 
des anderen geringfügig zu höherem Feld hin213. Sämtliche Signale der Ringprotonen sind im 
Vergleich zum unsubstituierten PCP zu geringerer Feldstärke hin verschoben, wobei die am 
stärksten verschobenen Signale bei 7,28 ppm den zur Nitrogruppe ortho-ständigen Protonen 
Brückenprotonen 
Ringprotonen 
δ in ppm 
TMS 
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zugeordnet werden können. Diese starke Tieffeldverschiebung von ortho-ständigen Protonen ist 
typisch für PCP mit elektronenziehenden Substituenten214. 
 
Reduktion der nitrierten PCP 
 
Zur Reduktion von aromatischen Nitroverbindungen zu den entsprechenden Aminen steht eine 
Fülle von Reduktionsmitteln zur Verfügung. Hudlicky hat die gängigen Reduktionsmittel zu-
sammengefasst215. Dazu zählen sowohl unedle Metalle wie Eisen, Zink und Zinn sowie Salze 
wie Zinnchlorid, Eisensulfat und Natriumhydrogensulfit. Diese sind jedoch weniger für die 
Nitroverbindungen des PCP geeignet, da in der Regel in wässrigem Medium gearbeitet wird und 
sich die PCP darin nicht lösen. Daher bietet sich vielmehr eine katalytische Hydrierung in einem 
organischen Lösungsmittel an. Als Katalysatoren werden im allgemeinen Nickel oder auch 
Edelmetalle wie Platin, Palladium und Rhenium eingesetzt. In dieser Arbeit wird ein Palladium-
Katalysator auf Aktivkohle verwendet. Die Reduktion der nitrierten PCP mit Wasserstoff ist in 
Schema 10 dargestellt. 
 
NO2 NO2
NH2 NH2
O2N
NH2
+
+
H2 / Pd / C
16 17
15 18
EE, RT, 1 bar
 
Schema 10: Hydrierung von nitrierten PCP an einem Palladium-Katalysator 
 
Als Lösungsmittel dient Essigsäureethylester (EE), in dem sich sowohl die Edukte N-PCP 16 
und DN-PCP 17 als auch die Produkte A-PCP 15 und DA-PCP 18 lösen. Der Verlauf der 
Reaktion wird anhand der Fluoreszenzlöschung auf kieselgelbeschichteten Aluminiumfolien 
dünnschicht-chromatographisch verfolgt. Nach 72 h ist die Reaktion abgeschlossen, der Kataly-
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sator wird abfiltriert und die Produkte säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt und 
getrennt. Als Elutionsmittel dient ein Gemisch aus EE und Hexan (50/50 v/v). Es werden drei 
Fraktionen erhalten, die massenspektrometrisch sowie durch IR- und NMR-Spektroskopie ana-
lysiert werden. 
 
Alle drei Fraktionen weisen in den IR-Spektren der Kaliumbromid-Presslinge (Auswertung 
siehe Kap. 6.4.4.1.2 im Experimentellen Teil) die für primäre Aminogruppen charakteristischen 
Banden auf. Neben den NH-Valenzschwingungen bei 3472 und 3385 cm-1 und der NH-
Deformationsschwingung bei 1614 cm-1 beinhalten die Spektren die Bande der CN-Valenz-
schwingung bei 1286 cm-1. 
 
Die erste Fraktion liefert im LDI-TOF-Massenspektrum (siehe Abb. A6 im Anhang) einen Peak 
bei m/z 223,4. Dieser kann dem durch Verlust eines Elektrons erzeugten Molekülion [M-e-]+ des 
A-PCP zugeordnet werden, dessen berechnete, monoisotopische Masse 223,1 beträgt. Durch 
NMR-Spektroskopie kann diese Fraktion eindeutig als A-PCP identifiziert werden. Abb. 24 
zeigt das 1H-NMR-Spektrum des A-PCP. 
 
 
Abb. 24: 1H-NMR-Spektrum von A-PCP in CDCl3 
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Die beiden Multipletts bei 2,60 und 2,80 ppm sowie der Bereich zwischen 2,85 und 3,11 ppm 
rühren von den Protonen 1, 2, 9 und 10 der Ethylenbrücken her, wobei die zur Aminogruppe γ-
ständigen Protonen 2 zu höherem Feld als beim unsubstituierten PCP verschoben sind. Die Pro-
tonen der Aminogruppe werden als breites Signal bei 3,35 ppm detektiert. Die aromatischen 
Protonen werden im Vergleich zu denen des PCP zu höherem und zu tieferem Feld hin verscho-
ben. Das zur Aminogruppe ortho-ständige Proton 5 erscheint als Dublett stark hochfeld-
verschoben bei 5,32 ppm. Das Signal wird von dem para-ständigen Proton 7 in einer long range 
Kopplung mit einer Kopplungskonstanten 4J = 1,68 Hz aufgespaltet. Dieses wiederum koppelt 
darüber hinaus mit dem meta-ständigen Proton 8 in einer vicinalen Kopplung (3J = 7,72 Hz) und 
wird als zweifaches Dublett bei 6,10 ppm detektiert. Das Proton 8 kann nur mit seinem benach-
barten Proton 7 koppeln und bildet daher ein einfaches Dublett (3J = 7,72 Hz), welches bei 
6,23 ppm gemessen wird. Die Protonen des unsubstituierten Ringes weisen eine Dublett/ 
Dublett-Aufspaltung mit Kopplungskonstanten von 1,68 und 7,72 Hz auf. Während die Protonen 
13 und 16 bei 6,36 ppm im Vergleich zum PCP kaum eine chemische Verschiebung erfahren, 
werden die Protonen 12 (6,56 ppm) und 15 (7,12 ppm) aufgrund ihrer pseudo-para- bzw. 
pseudo-geminalen Stellung zur Aminogruppe zu tieferem Feld verschoben. Typische Merkmale 
bei PCP mit elektronenschiebenden Substituenten sind die Hochfeldverschiebung von zur funk-
tionellen Gruppe ortho- und pseudo-meta-ständigen Protonen sowie die Verschiebung der pseu-
do-geminal- und meta-ständigen Protonen zu tieferem Feld hin216. Der sogenannte ortho shift 
beruht auf dem verstärkten Doppelbindungscharakter in den Ringen, der pseudo-geminal shift ist 
auf die geringere Abschirmung infolge des pseudo-geminalen Substituenten zurückzuführen217. 
 
Die LDI-TOF-Massenspektren der zweiten und der dritten Fraktion der Säulenchromatographie 
(siehe Abb. A7 und A8 im Anhang) liefern jeweils zwei Peaks bei m/z 119,3 und 238,4. Diese 
sind auf die Molekülionen [M-2e-]2+ und [M-e-]+ der DA-PCP zurückzuführen, deren monoiso-
topischen Massen zu 119,1 und 238,1 berechnet werden.  
 
Durch NMR-Spektroskopie können die einzelnen in den beiden Fraktionen enthaltenden 
Isomere identifiziert werden. In Abb. 25 ist das 1H-NMR-Spektrum der zweiten Fraktion 
dargestellt. 
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Abb. 25: 1H-NMR-Spektrum des Gemisches aus pseudo-meta- und pseudo-para-DA-PCP in 
CDCl3 
 
Die zweite Fraktion der Säulenchromatographie der Hydrierungsprodukte besteht aus einem Iso-
merengemisch von pseudo-meta- und pseudo-para-DA-PCP. Die Brückenprotonen ergeben ein 
kompliziertes Aufspaltungsmuster und erscheinen größtenteils im Vergleich zum PCP zu höhe-
rem Feld hin verschoben. Ein Multiplett tritt allerdings auch tieffeldverschoben bei 3,13 ppm 
auf. Die Protonen der Aminogruppen ergeben ein breites Signal bei 3,29 ppm. Aufgrund der 
höheren Symmetrie im Vergleich zum monosubstituierten A-PCP werden nur drei verschiedene 
Signale der aromatischen Protonen für jedes der beiden Isomere gemessen. Die Protonen 5 und 
12 des pseudo-meta-DA-PCP und die Protonen 5 und 13 des pseudo-para-DA-PCP sind wegen 
der ortho-Position der Aminogruppe auf 5,45 bzw. 5,42 ppm zu höherem Feld verschoben. Da 
sie jeweils nur in einer long range Kopplung von einem anderen Proton des Ringes beeinflusst 
werden, erscheinen sie als Dublett mit einer Kopplungskonstanten von 4J = 1,68 Hz. Die Proto-
nen 8 und 15 des pseudo-meta-Isomeren sowie 7 und 15 des pseudo-para-Isomeren erfahren 
einen pseudo-geminalen shift zu tiefem Feld. Sie ergeben ein Dublett (3J = 7,72 Hz) bei 
6,92 ppm bzw. ein doppeltes Dublett (3J = 7,72 und 4J = 1,68 Hz) bei 6,56 ppm. Das zweifache 
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Dublett bei 5,98 ppm und das Dublett bei 6,16 ppm werden von den Protonen 7 und 16 des 
pseudo-meta-DA-PCP bzw. 8 und 16 des pseudo-para-Isomeren erzeugt. 
 
Anhand der Signalintensitäten lässt sich ein Verhältnis von 80% pseudo-meta- zu 20% pseudo-
para-DA-PCP innerhalb des Isomerengemisches berechnen. 
 
Die dritte Fraktion der Säulenchromatographie der Hydrierungsprodukte wird schließlich anhand 
des 1H-NMR-Spektrums (Abb. 26) als pseudo-ortho-DA-PCP identifiziert. 
 
 
Abb. 26: 1H-NMR-Spektrum von pseudo-ortho-DA-PCP in CDCl3 
 
Ähnlich wie bei den anderen beiden DA-PCP-Isomeren sind die Brückenprotonen zu höherem 
Feld hin verschoben. Die isolierten Multipletts bei 2,60 und 2,87 ppm sind den Protonen 2 und 
10 zuzuordnen, die sich in γ-Stellung zu den Aminofunktionen der Ringe befinden. Die Amin-
protonen erscheinen bei 3,30 ppm als breites Signal. Die Protonen 5 und 15 erfahren wegen 
ihrer ortho-Stellung zur Aminogruppe eine starke Hochfeldverschiebung auf 6,16 ppm. Da sie 
nur mit einem Ringproton, nämlich 7 bzw. 13, koppeln können, erzeugen sie ein Dublett mit 
einer Kopplungskonstanten von 4J = 1,68 Hz. Die Protonen 7 und 13 hingegen zeigen ein 
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Dublett/Duplett-Aufspaltungsmuster mit einer vicinalen und einer long range Kopplungskon-
stanten von 3J = 7,72 und 4J = 1,68 Hz, da sie jeweils von zwei benachbarten Protonen beein-
flusst werden. Sie werden am stärksten ins Tieffeld zu 6,02 ppm verschoben. Die Protonen 8 
und 12 wiederum führen zu einem Dublett bei 6,34 ppm. Die Kopplungskonstante ist mit 
3J = 7,72 Hz aufgrund der geringeren Reichweite zu ihren Kopplungspartnern größer als bei den 
Protonen 5 und 15. 
 
Das vierte mögliche Isomere, pseudo-geminal-DA-PCP, bei dem die Aminogruppen in beiden 
Ringen an der gleichen Position liegen, oder Produkte mit zweifacher Substitution eines Ringes 
werden nicht beobachtet. 
 
5.2.1.2 CVD-Polymerisation von [2.2]-para-Cyclophanen 
Als chemical vapour deposition wird eine Methode zur Abscheidung dünner Schichten aus der 
Gasphase bezeichnet. Das ursprünglich für die Beschichtung mit anorganischen Substanzen 
entwickelte Verfahren etabliert sich zunehmend auf dem Gebiet der Polymerbeschichtung218,219. 
Das Verfahren weist gegenüber anderen Methoden wie z.B. der Tauchbeschichtung eine Reihe 
von Vorteilen auf, die für die Verwendung für Biomaterialien bedeutend sind. Es ist auf ver-
schiedenste Materialien wie Metalle, Keramiken und Polymere anwendbar. Aufgrund des Ver-
zichts auf Lösungsmittel und Additive oder Initiatoren besitzen die Polymerbeschichtungen ein 
geringes Toxizitätspotential. Die gute Spaltgängigkeit der Gasphasenabscheidung garantiert eine 
hohe Abbildungspräzision bei Werkstücken mit anspruchsvoller Geometrie. Durch die geringe 
Schichtdicke werden die mechanischen Eigenschaften des Werkstücks nicht beeinflusst. Außer-
dem erfolgt die Beschichtung unter milden Bedingungen, wodurch eine geringe physikalische 
Beanspruchung des Werkstücks gewährleistet wird. 
 
Die CVD-Polymerisation von unsubstituierten und chlorsubstituierten PCP ist ein gängiges 
Verfahren220. Die guten isolatorischen Eigenschaften und die chemische Resistenz der dabei 
erzeugten Beschichtungen aus Poly-para-xylylen (PPX) und chlorsubstituiertem PPX gegen 
nahezu alle Lösungsmittel werden bereits vielfältig genutzt z.B. in der Leiterplattentechnik und 
bei Isolierungen für Herzschrittmacher221,222. Mit Polychlor-para-xylylen beschichtete Werk-
stücke haben für verschiedene medizinische Applikationen (Katheter, Herzschrittmacher etc.) 
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eine Zulassung der amerikanischen Gesundheitsbehörde food and drug administration (FDA) 
erhalten. 
Die CVD-Polymerisation unter Verwendung aminosubstituierter PCP wurde am Lehrstuhl für 
Textilchemie und Makromolekulare Chemie der RWTH Aachen entwickelt207,223. Die Beschich-
tung erfolgt nach dem Gorham-Prozess224,225. Der zugrundeliegende Reaktionsablauf der CVD-
Polymerisation ist in Schema 11 am Beispiel des unsubstituierten PCP dargestellt. 
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Schema 11: Darstellung von PPX durch CVD-Polymerisation von PCP nach dem Gorham-
Prozess 
 
Bei einem Druck von weniger als 1 mbar wird das PCP 10 in einer Verdampfungseinrichtung 
sublimiert und gelangt dann mit einem Trägergasstrom (Argon) in die nachgeschaltete Pyrolyse-
zone. Aufgrund der Ringspannung im PCP erfolgt schon bei ca. 200°C die Spaltung einer der 
beiden Ethylenbrücken226. Bei höheren Temperaturen von ca. 600°C in der Pyrolysezone wird 
auch die zweite Ethylenbrücke gespaltet und die eigentlichen Monomere 20 entstehen, die durch 
zwei mesomere Grenzformeln beschrieben werden können. Quantenmechanische Berechnungen 
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ergaben, dass das para-Chinodimethan um 12 kJ/mol günstiger ist als die biradikalische Grenz-
struktur. In der auf ca. 100°C geheizten Polymerisationskammer kondensieren die Monomere 
gezielt an der zu beschichtenden Probe, die sich auf einem unter 30°C gekühlten Probenträger 
befindet. Die Kettenreaktion setzt sofort ein, wobei die Bildung des dimeren Biradikals 21 der 
initiierende und geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist227. Die Reaktion ist stark endergo-
nisch, sodass nur Spuren dieser Spezies vorliegen. Das anschließende Kettenwachstum erfolgt 
durch radikalische Polymerisation des Monomeren 20 bzw. durch die Polykombinationsreaktion 
der biradikalischen Spezies. Da der Mechanismus nicht eindeutig geklärt ist, wird er allgemein 
als Polyreaktion bezeichnet228. Er führt zu stabileren, langkettigen Biradikalen. Weil kein Ket-
tenabbruch stattfindet, wird ein lebendes Polymer (living polymer) mit einer Radikalkonzentra-
tion von 5 bis 10 x⋅10-4 mol/mol Xylylen erhalten224. Das Produkt der Polyreaktion sind unver-
zweigte, hochmolekulare PPX-Ketten 22, die auf der Substratoberfläche einen zähen und trans-
parenten Polymerfilm ausbilden. Das PCP wird nahezu vollständig zum PPX umgesetzt, nieder-
molekulare Nebenprodukte werden nicht beobachtet224. 
 
5.2.1.2.1 CVD-Polymerisation von 4-Amino-[2.2]-para-cyclophan 
Die CVD-Polymerisation von A-PCP führt zu dem statistischen Copolymeren Polyamino-para-
xylylen-co-para-xylylen 23 (A-PPX). 
 
  
NH2
n m
 
23 
 
Bei der Pyrolyse des eingesetzten A-PCP entstehen Monomerstrukturen sowohl mit als auch 
ohne Aminogruppe. Bei der Polyreaktion auf der gekühlten Probenoberfläche kommt es zu einer 
statistischen Verteilung der beiden Monomerstrukturen im entstehenden Polymer. 
 
Als geeignete Prozessparameter haben sich ein Druck von 0,2 mbar, ein Argonstrom von 
15 sccm, eine Sublimationstemperatur von 260°C und eine Pyrolysetemperatur von 750°C eta-
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bliert207. Unter diesen Bedingungen bildet sich mit einer Abscheiderate von 0,6 bis 0,8 nm/s ein 
gleichmäßiger, gut haftender Polymerfilm auf dem zu beschichtenden Substrat. Die Schichtdicke 
wird im Wesentlichen durch die Menge des eingesetzten Monomeren bestimmt. Sie beträgt bei 
einer Monomereinwaage von 50 mg ca. 200 nm207. 
 
Der sessile drop Kontaktwinkel einer mit Piranha-Lösung gereinigten Titanprobe mit Wasser 
steigt nach der Beschichtung mit A-PPX von 20 auf 84°. Die sehr geringe Hydrophilie der 
Beschichtung ist auf die Ethylenbrücken und die unsubstituierten aromatischen Ringe des Poly-
meren zurückzuführen. Der Einfluss der polaren Aminogruppen im Hinblick auf eine Kontakt-
winkelerniedrigung im Vergleich zum unsubstituierten PPX ist nur gering. Eine mit PPX be-
schichtete Titanoberfläche zeigt einen sessile drop Kontaktwinkel von 88°. 
 
Die chemische Zusammensetzung des durch CVD-Polymerisation von A-PCP auf einer Titan-
oberfläche erzeugten Polymerfilms wird mittels XPS untersucht. In Tab. 14 sind die Element-
zusammensetzungen einer Titanoberfläche vor und nach der CVD-Beschichtung mit A-PPX und 
die berechnete Elementzusammensetzung des reinen A-PPX zusammengefasst. 
 
Tab. 14: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer Titanoberfläche vor und nach 
der Beschichtung mit A-PPX im Vergleich zur berechneten Elementzusammen-
setzung von reinem A-PPX 
 
Photolinie  C1s  Ti2p O1s N1s Rest 
EB in eV 285,0 286,5 289,1 458,2 530,4 532,2 400,0 - 
Strukturelement C-C C-O C-N O-C=O TiO2 TiO2 O-C N-C - 
Titan gereinigt 
gemessen in Atom-% 13,3 3,5 1,3 20,0 41,0 16,4 - 4,5 
a 
A-PPX 
berechnet in Atom-% 88,2 5,9 - - - - 5,9 - 
Titan/A-PPX 
gemessen in Atom-% 85,0 6,8 - - - 2,6 5,6 - 
a (Al, V) 
 
Die Polymerschicht ist aus 91,8 Atom-% Kohlenstoff, 2,6 Atom-% Sauerstoff und 5,6 Atom-% 
Stickstoff zusammengesetzt. Die Bestandteile des Titansubstrats werden nicht detektiert. Daher 
96 Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen 
 
wird auf eine gleichmäßige Beschichtung geschlossen. Der Vergleich des gemessenen Stick-
stoffgehalts mit dem berechneten des reinen A-PPX ergibt eine gute Übereinstimmung. Im 
Gegensatz zu der theoretischen Elementzusammensetzung wird jedoch in der untersuchten 
Polymerschicht Sauerstoff nachgewiesen. Der Einbau des Sauerstoffs ist durch Absättigung der 
Radikale mit Luftsauerstoff während der Reaktion oder beim Belüften der CVD-Anlage nach 
dem Beschichtungsprozess zu erklären. 
Im hochaufgelösten C1s-Spektrum wird neben dem Peak bei 285,0 eV des an Kohlenstoff 
gebundenen Kohlenstoffs (C-C), der 85,0 Atom-% des gesamten Elementgehalts ausmacht, auch 
der Peak von einfach an Stickstoff oder Sauerstoff gebundenem Kohlenstoff (C-N, C-O) bei 
286,5 eV detektiert. 
 
Mittels IR-Spektroskopie in abgeschwächter Totalreflexion (attenuated total reflectance, ATR) 
können die Aminogruppen des A-PPX-Films nachgewiesen werden. Bei der ATR handelt es 
sich um eine oberflächensensitive Aufnahmetechnik der IR-Spektroskopie. Die zu unter-
suchende Probe befindet sich in direktem Kontakt mit einem optisch dichten Medium 
(Einkristall), welches als Lichtleiter dient. Das Licht, das in einem Winkel oberhalb des Grenz-
winkels der Totalreflexion auf die Grenzfläche Kristall/Probe fällt, erzeugt in den oberflächen-
nahen Bereichen der Probe ein elektromagnetisches Feld (evaneszentes Feld). Hierdurch werden 
Moleküle an der Probenoberfläche zu Schwingungen angeregt. Das Licht erfährt einen für die 
Probe charakteristischen Intensitätsverlust. Durch Vergleich mit einem Referenzstrahl können 
die absorbierten Frequenzen ermittelt werden. Mit einem Germaniumkristall als Reflexions-
einheit ergibt sich bei dem verwendeten Versuchsaufbau für Polymere eine Informationstiefe 
von 0,2 bis 1,0 µm229. 
 
Für die IR-spektroskopischen Untersuchungen von A-PPX-Oberflächen in der ATR-Technik 
werden aus messtechnischen Gründen nicht Titanproben, sondern PE-Folien beschichtet, die gut 
auf den Germaniumkristall aufgepresst werden können. Abb. 27 zeigt das IR-ATR-Spektrum 
von A-PPX auf einer PE-Folie. 
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Abb. 27: IR-ATR-Spektrum einer mit A-PPX beschichteten PE-Folie 
 
Das Spektrum enthält mit den CH-Valenzschwingungen bei 2850 und 2930 cm-1 und der CH-
Deformationsschwingung bei 1429 cm-1 die charakteristischen Banden von Methylengruppen, 
die sowohl in den Ethylenbrücken des A-PPX aber auch im PE vorliegen. Neben der aroma-
tischen CH-Valenzschwingung bei 3010 cm-1 lassen sich die Banden der aromatischen CC-
Valenzschwingung bei 1576 und 1511 cm-1 sowie die der aromatischen CH-Deformations-
schwingungen bei 860 und 810 cm-1 als Nachweis für die aromatischen Ringe des A-PPX 
heranziehen. Letztere geben auch Auskunft über das Substitutionsmuster des Aromaten. Bei der 
Absorption bei 864 cm-1 handelt es sich um die Bande eines 1,2,4-trisubstituierten Aromaten. 
Die Absorption bei 813 cm-1 ist auf einen 1,4-disubstituierten Aromaten zurückzuführen. Der 
Nachweis der Aminogruppen des A-PPX erfolgt anhand der Banden der NH-Valenzschwin-
gungen bei 3431 und 3360 cm-1 sowie der NH-Deformationsschwingung bei 1622 cm-1 und der 
CN-Valenzschwingung bei 1290 cm-1. 
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5.2.1.2.2 CVD-Polymerisation von Diamino-[2.2]-para-cyclophanen 
Bei der CVD-Polymerisation der synthetisierten DA-PCP wird Polyamino-para-xylylen 24 
(DA-PPX) als Reaktionsprodukt erwartet, das im Vergleich zum A-PPX die doppelte Anzahl an 
Aminogruppen enthält. 
 
 
NH2
n
 
24 
 
Hierbei sollte es sich im Gegensatz zum A-PPX nicht um ein Copolymer, sondern um ein 
Homopolymer handeln, da bei der Pyrolyse der DA-PCP nur Monomereinheiten mit jeweils 
einer Aminogruppe entstehen. Die Struktur des Polymeren sollte auch unabhängig davon sein, 
welches der DA-PCP-Isomere bei der CVD-Polymerisation eingesetzt wird, weil bei allen drei 
Isomeren beide aromatischen Ringe mit jeweils einer Aminogruppe substituiert sind. 
 
Für die CVD-Polymerisation der beiden DA-PCP-Fraktionen (Gemisch aus pseudo-meta- und 
pseudo-para-DA-PCP bzw. pseudo-ortho-DA-PCP) eignen sich dieselben Parameter, die auch 
zur Beschichtung mit A-PPX eingestellt werden: ein Arbeitsdruck von 0,2 mbar, ein Argon-
strom von 15 sccm und eine Pyrolysetemperatur von 750°C. Aufgrund der geringeren Flüchtig-
keit der DA-PCP muss lediglich eine höhere Temperatur in der Sublimationszone gewählt 
werden. Die Sublimation beginnt bei ca. 300°C. Beim langsamen Erhöhen der Temperatur der 
Sublimationszone steigt die Abscheiderate kontinuierlich an. Die höchste Abscheiderate wird 
bei dem Gemisch aus pseudo-meta- und pseudo-para-DA-PCP bei 320°C und für das pseudo-
ortho-DA-PCP bei 340°C erzielt. Sie liegt mit ca. 0,6 bis 1,0 nm/s im gleichen Bereich wie bei 
der CVD-Polymerisation des Amino-PCP. Die CVD-Polymerisation der disubstituierten PCP 
führt zu gleichmäßigen, gut haftenden Polymerfilmen, die sich in ihrem äußeren Erscheinungs-
bild nicht von den A-PPX-Beschichtungen unterscheiden. 
 
Der sessile drop Kontaktwinkel von mit DA-PPX beschichteten Titanoberflächen mit Wasser 
beträgt 82° und ist unabhängig davon, welche DA-PCP-Isomere bei der CVD-Polymerisation 
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eingesetzt werden. Aufgrund der doppelt so hohen Anzahl der polaren Aminogruppen wird eine 
deutlich stärkere Hydrophilie als bei der A-PPX-Beschichtung erwartet. Eine signifikante Ernie-
drigung des Kontaktwinkels der erhaltenen Polymerfilme im Vergleich zur A-PPX-Beschich-
tung (84°) wird jedoch nicht beobachtet. Das deutet darauf hin, dass die erzeugten Polymere 
nicht der erwarteten Struktur 18 entsprechen. 
 
Die chemische Zusammensetzung der Polymerfilme, die durch CVD-Polymerisation der beiden 
DA-PCP-Fraktionen auf Titanoberflächen erzeugt werden, wird durch XPS ermittelt. Die Ergeb-
nisse sind in Tab. 15 dargestellt. Das aus dem Gemisch aus pseudo-meta- und pseudo-para-DA-
PCP hergestellte Polymer wird als DA-PPX I bezeichnet und das auf pseudo-ortho-DA-PCP 
basierende Polymer als DA-PPX II. 
 
Tab. 15: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung von mit DA-PPX beschichteten 
Titanoberflächen im Vergleich zu A-PPX und zur berechneten Elementzusammen-
setzung von reinem DA-PPX 
 
Photolinie C1s O1s N1s 
EB in eV 285,0 286,5 530,4 532,2 400,0 
Strukturelement C-C C-O C-N TiO2 O-C N-C 
Titan/A-PPX 
gemessen in Atom-% 85,0 6,8 - 2,6 5,6 
DA-PPX 
berechnet in Atom-% 77,8 11,1 - - 11,1 
Titan/DA-PPX I gemessen in 
Atom-% 79,5 8,3 - 5,4 6,8 
Titan/DA-PPX II 
gemessen in Atom-% 77,1 10,2 - 6,6 6,1 
 
Beide DA-PPX-Beschichtungen zeigen eine vergleichbare Elementzusammensetzung. Neben 
dem Hauptbestandteil Kohlenstoff von 87,8 bzw. 87,3 Atom-% sind in DA-PPX I und II 5,4 
bzw. 6,6 Atom-% Sauerstoff und 6,8 bzw. 6,1 Atom-% Stickstoff enthalten. Die Bestandteile 
der Titanlegierung werden nicht detektiert. Daher wird von einer erfolgreichen Polymer-
beschichtung ausgegangen. 
100 Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen 
 
Der Vergleich mit der berechneten Zusammensetzung von DA-PPX zeigt eine deutliche Diffe-
renz in den Sauerstoff- und Stickstoffgehalten. Sauerstoff wird in den Polymerfilmen nicht 
erwartet. Seine Präsenz wurde jedoch auch beim A-PPX beobachtet und ist durch die Radikal-
absättigung beim Belüften der CVD-Anlage zu erklären. Auffällig ist bei den DA-PPX-Be-
schichtungen der im Vergleich zum A-PPX mehr als doppelt so hohe Sauerstoffgehalt. Der 
Stickstoffanteil hingegen ist mit ca. 6 Atom-% nur geringfügig höher als beim A-PPX und 
erreicht keineswegs den theoretischen Wert von 11,1 Atom-%. Die erwartete Verdoppelung der 
Aminogruppen in den aus DA-PCP hergestellten Polymeren im Vergleich zum A-PPX wird 
durch die XPS-Ergebnisse nicht bestätigt. Möglicherweise ist die Erklärung dafür in einer 
geringeren Stabilität der disubstituierten PCP zu suchen. Die hohe thermische Beanspruchung in 
der Pyrolysezone könnte zu einem partiellen Zerfall oder zum Verlust zumindest einer der 
beiden Aminogruppen innerhalb der DA-PCP-Moleküle führen. Gestützt wird diese Erklärung 
durch den im Vergleich zum A-PPX erhöhten Sauerstoffgehalt der gebildeten Polymere. Mög-
liche Zerfallsprodukte können in das entstehende Polymer eingebaut und durch Reaktion mit 
Sauerstoff während des CVD-Prozesses oder beim anschließenden Belüften stabilisiert werden. 
 
Mittels IR-Spektroskopie können die Aminogruppen der DA-PPX-Filme nachgewiesen werden. 
Die gemessenen Spektren der Polymerfilme aus DA-PPX I und DA-PPX II sind nahezu 
identisch. In Abb. 28 ist exemplarisch das IR-ATR-Spektrum einer PE-Folie aufgeführt, die mit 
DA-PPX I beschichtet ist. 
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Abb. 28: IR-ATR-Spektrum einer mit DA-PPX I beschichteten PE-Folie 
 
Das IR-ATR-Spektrum des DA-PPX-Films weist die gleichen Absorptionsbanden wie das des 
A-PPX (vgl. Kap. 5.2.1.2.1) auf. Die Aminogruppen werden anhand der Banden der NH-
Valenzschwingungen bei 3426 und 3358 cm-1 sowie der NH-Deformationsschwingung bei 
1622 cm-1 und der CN-Valenzschwingung bei 1286 cm-1 nachgewiesen. 
 
5.2.1.2.3 Derivatisierung der Aminogruppen der aminofunktionellen Poly-para-xylylene 
mit Pentafluorbenzaldehyd 
Die chemische Derivatisierung und anschließende Oberflächencharakterisierung durch XPS 
stellt eine Methode zur semiquantitativen Bestimmung von funktionellen Gruppen an Fest-
körperoberflächen dar230. Zum Nachweis der Reaktivität und zum Vergleich der Menge der 
Aminogruppen in den verschiedenen durch CVD-Polymerisation erzeugten Polymerschichten 
werden die funktionalisierten Titanoberflächen mit einem fluorhaltigen Derivatisierungsreagenz 
umgesetzt. Bei der anschließenden röntgenphotoelektronenspektroskopischen Ermittlung der 
Elementzusammensetzung dient der Fluorgehalt als Indikator für die derivatisierten Amino-
gruppen. Fluor bietet sich als Leitelement an, weil es in den aminofunktionellen PPX nicht 
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enthalten ist und somit eine separate Photolinie bei der XPS liefert, die nicht von vorhandenen 
verstärkt oder überdeckt wird. Als Fluormarker für Aminogruppen werden unter anderen 
4-Trifluormethylbenzaldehyd und Pentafluorbenzaldehyd (PFBA) eingesetzt231,232. In dieser Ar-
beit wird PFBA als Fluormarker ausgewählt, weil aufgrund des höheren Fluorgehalts deutlichere 
Effekte bei der XPS zu erwarten sind. In Schema 12 ist die Derivatisierungsreaktion von Ober-
flächenaminogruppen mit PFBA dargestellt. 
 
N F
F
F
F
F
NH2
F
F
FF
F
O
H
+
Pentan
- H2O
 
Schema 12: Derivatisierung von Oberflächenaminogruppen mit PFBA 
 
Die Reaktion erfolgt in Pentan unter Ausbildung einer Schiffschen Base. Zur Entfernung des 
nicht reagierten PFBA wird anschließend mit Pentan gewaschen und extrahiert.  
 
Die Elementzusammensetzungen von mit A-PPX und DA-PPX beschichteten Titanoberflächen 
nach Derivatisierung mit PFBA sind in Tab. 16 zusammengefasst. Zur Kontrolle wird die Ele-
mentzusammensetzung einer mit unsubstituiertem PPX beschichteten Titanoberfläche bestimmt, 
die unter denselben Bedingungen mit PFBA umgesetzt wurde, bei der jedoch die Reaktion mit 
dem Derivatisierungsreagenz nicht stattfinden kann. Zum Vergleich wird außerdem die theo-
retische Elementzusammensetzung einer Oberfläche berechnet, bei der die Aminogruppen voll-
ständig mit PFBA umgesetzt sind und dieses eine dicht gepackte Monoschicht ausbildet. 
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Tab. 16: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung von mit PPX, A-PPX und DA-
PPX beschichteten Titanoberflächen nach Derivatisierung mit PFBA im Vergleich zur 
berechneten Elementzusammensetzung einer vollständig derivatisierten aminofunk-
tionellen Oberfläche 
 
Photolinie C1s O1s N1s F1s 
EB in eV 285,0 286,5 288,3 289,2 532,2 400,0 688,3 
Strukturelement C-C C-O, C-N, C=N, C-CF C-F 
O-C=O 
N-C(O)-O 
O-C 
H2O 
N-C 
N=C F-C 
Titan/PPX/PFBA 
gemessen in Atom-% 96,6 1,2 - - 2,2 - - 
vollständig mit PFBA 
derivatisierte Oberfläche 
berechnet in Atom-% a 
- 15,4 38,5 - - 7,7 38,5 
Titan/A-PPX/PFBA 
gemessen in Atom-% 37,9 13,1 17,4 1,7 14,2 1,7 14,0 
Titan/DA-PPX I/PFBA 
gemessen in Atom-% 39,8 14,1 16,9 1,4 10,3 3,3 14,2 
Titan/DA-PPX II/PFBA 
gemessen in Atom-% 39,0 13,3 17,1 1,5 11,9 3,1 14,1 
a Aufgrund der Rundung ergibt sich eine Summe von 100,1 Atom-%. 
 
An der Kontrolloberfläche Titan/PPX/PFBA wird kein Fluor detektiert. Eine adsorptive Bindung 
des PFBA an den aminofunktionellen PPX-Beschichtungen wird daher ausgeschlossen. Die Ele-
mentzusammensetzungen der A-PPX- und der beiden DA-PPX-Beschichtungen unterscheiden 
sich nach der Derivatisierung mit PFBA nur unwesentlich. Auf allen drei aminofunktionellen 
PPX-Oberflächen wird mit ca. 14 Atom-% eine deutliche Menge des Markeratoms Fluor bei 
einer Bindungsenergie von 688,3 eV nachgewiesen. Zusammen mit der C1s-Photolinie bei 
288,3 eV, die dem an Fluor gebundenen Kohlenstoff (C-F) zuzuordnen ist, dient der Fluorgehalt 
als Nachweis für die erfolgte Derivatisierung der Oberflächenaminogruppen. 
Die mangelnde Übereinstimmung der gemessen Werte mit den berechneten einer vollständig 
derivatisierten aminofunktionellen Oberfläche ist auf den Umstand zurückzuführen, dass inner-
halb der Informationstiefe der XPS von ca. 6 nm neben den derivatisierten Aminogruppen auch 
die darunter liegenden Polymerschichten erfasst werden. Der Beitrag dieser verschiedenen Kom-
ponenten zur gemessenen Elementzusammensetzung ist auch als Grund für die Abnahme des 
Stickstoffanteils von 5,6 auf 1,7 Atom-% beim A-PPX und von ca. 6 auf ca. 3 Atom-% bei den 
DA-PPX anzusehen. 
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Die drei unterschiedlichen Polymerschichten auf den Titanoberflächen weisen nach der Deriva-
tisierung einen im Vergleich zu den nicht derivatisierten Proben (vgl. Kap. 5.2.1.2.1 und 
5.2.1.2.2) erhöhten Sauerstoffanteil auf. Dieser kann auf adsorbiertes Reaktionswasser oder 
zusätzlich adsorbiertes, nicht abreagiertes PFBA zurückzuführen sein233. Zudem wird im C1s-
Spektrum eine zusätzliche Photolinie bei 289,2 eV beobachtet, die auf Carboxylgruppen oder 
Urethanbindungen zurückzuführen ist. Die Herkunft dieser Spezies kann nicht eindeutig geklärt 
werden. 
 
Die vergleichbaren Elementzusammensetzungen von A-PPX und der beiden DA-PPX sowohl 
vor als auch nach der Derivatisierung mit PFBA führen zu dem Schluss, dass sich die Polymere, 
die durch CVD-Polymerisation der mono- bzw. disubstituierten aminofunktionellen PCP her-
gestellt werden, in der Zahl ihrer reaktiven Aminogruppen nicht wesentlich unterscheiden. Diese 
Schlussfolgerung wird durch die vergleichbaren Kontaktwinkel der A-PPX- und DA-PPX-
Beschichtungen gestützt. Da die zweifache Substitution der DA-PCP durch MS und NMR-
Spektroskopie eindeutig nachgewiesen wurde, ist die Ursache für die geringe Zahl der Amino-
gruppen in den entsprechenden Polymeren bei den Verfahrensparametern des Beschichtungs-
prozesses zu suchen. 
 
5.2.2 Funktionalisierung durch Silanisierung mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
Wie in Kap. 5.1 beschrieben enthält die hydratisierte Titanoxidschicht 5 bis 6 Hydroxylgrup-
pen/nm², die analog zu den Oxiden anderer Metalle oder Nichtmetalle (z.B. Glas, vgl. Kap. 
4.2.1) mit Silanisierungsreagenzien umgesetzt werden können. Die Silanisierung zur Funktio-
nalisierung und nachfolgenden kovalenten Immobilisierung von Enzymen wurde bereits 1970 
von Weetall an Glaskörpern und 1979 von Halling et al. an magnetischen Materialien beschrie-
ben95,234. Seit einigen Jahren wird auch die Oberflächenmodifizierung von metallischen Implan-
taten durch Silanisierung untersucht. Dabei wurde zum einen der Einfluss der durch verschie-
dene Silane erzeugten unterschiedlichen funktionellen Gruppen auf das Zellverhalten unter-
sucht235,236. Zum anderen wurden die Oberflächen von orthopädischen Implantatmaterialien mit 
dem Ziel einer nachfolgenden Immobilisierung von bioaktiven Molekülen durch Silanisierung 
funktionalisiert237. Puleo et al. modifizierten Ti6Al4V-Probekörper mit APTES. Sie bestimmten 
eine Aminogruppenkonzentration von 2 bis 4/nm² und immobilisierten Trypsin als Modellpro-
tein unter Erhalt der enzymatischen Aktivität an den silanisierten Titanoberflächen238. Endo 
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konnte durch die Kopplung von Fibronektin an einer silanisierten Titan/Nickel-Legierung die 
Adhäsion von Fibroblasten verbessern239. 
 
In dieser Arbeit wird APTES als Silanisierungsreagenz verwendet. Analog zu der Silanisierung 
von Glassubstraten erfolgt die Reaktion unter Rückfluss in trockenem Toluol. Der Mechanismus 
ist in Kap. 4.2.1 beschrieben. 
 
Der sessile drop Kontaktwinkel mit Wasser steigt von 20° bei der gereinigten Titanprobe auf 
59° nach der Silanisierung. Die geringere Hydrophilie der silanisierten Oberfläche ist auf die 
Einführung der unpolaren Propylketten des Silans zurückzuführen. Der Kontaktwinkel des mit 
APTES silanisierten Titans ist mit dem des unter denselben Bedingungen modifizierten Glases 
(Kap. 4.2.1) vergleichbar. 
 
Die mit der Silanisierung einhergehende Veränderung der chemischen Zusammensetzung der 
Titanoberfläche wird durch XPS ermittelt (Tab. 17). 
 
Tab. 17: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung einer gereinigten Titanoberfläche 
vor und nach der Silanisierung mit APTES im Vergleich zur berechneten Element-
zusammensetzung einer idealen, monomolekularen APTES-Schicht 
 
Photolinie C1s Ti2p Si2p O1s N1s Rest 
EB in eV 285,0 286,5 288,3 289,1 458,2 102,2 530,4 532,2 400,0 - 
Struktur- 
element 
C-C 
C-Si 
C-N 
C-O N-C=O O-C=O TiO2 C-SiO3 TiO2 
O-C 
O-Si N-C - 
Titan gereinigt 
in Atom-% 13,3 3,5 - 1,3 20,0 - 41,0 16,4 - 4,5 
a 
APTES b 
berechnet in 
Atom-% 
33,3 16,7 - - - 16,7 - 16,7 16,7 - 
Titan/APTES 
in Atom-% 33,1 9,2 2,0 2,2 8,0 3,8 23,3 14,6 3,8 - 
a (Al, V), b Aufgrund der Rundung ergibt sich eine Summe von 100,1 Atom-%. 
 
Die Zunahme des Kohlenstoffanteils von 18,1 auf 46,5 Atom-% und die Abnahme des Titan-
gehalts von 20,0 auf 8,0 Atom-% belegen die Modifizierung der Titanoberfläche mit einer 
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dünnen, organischen Schicht. Dafür sprechen auch die Abnahme des Sauerstoffanteils, vor allem 
der TiO2-Komponente bei 530,4 eV, und die Abwesenheit der anderen Legierungsbestandteile 
Aluminium und Vanadium. Insbesondere die Einführung von 3,8 Atom-% Silicium bei 102,2 eV 
und 3,8 Atom-% Stickstoff bei 400,0 eV ist ein Hinweis auf die Anwesenheit des 
Polysiloxannetzwerks bzw. der Aminogruppen und damit auf die gelungene Silanisierung mit 
APTES. 
 
5.3 Immobilisierung von bioaktiven Substanzen an den funktionalisierten 
Titanoberflächen 
Die Immobilisierung von Wirkstoffen kann entweder durch Adsorption oder durch kovalente 
chemische Bindung an der Biomaterialoberfläche erfolgen240. Je nach Beschaffenheit der Ober-
fläche und Eigenschaften des Wirkstoffs kann die Stärke der adsorptiven Bindung unterschied-
lich ausgeprägt sein. Die Wechselwirkungen von Proteinen mit hydrophilen Oberflächen sind in 
der Regel gering, wohingegen zu hydrophoben Oberflächen meist eine starke, irreversible Bin-
dung besteht (vgl. Kap. 4.5.1). Diese beruht auf Konformationsänderungen des adsorbierten 
Proteins, die oft mit dem Verlust der biologischen Aktivität einhergehen. So haben z.B. Truskey 
et al. einen Zusammenhang zwischen Oberflächenhydrophobie und dem Verlust der Epitop-
aktivität der zellbindenden Domäne von Fibronektin beobachtet241. 
Die kovalente Immobilisierung ist das Resultat einer chemischen Reaktion zwischen funktionel-
len Gruppen der Oberfläche und des Wirkstoffs. Die Ausbildung einer kovalenten Bindung kann 
direkt zwischen beiden Reaktionspartnern nach Aktivierung der einen reaktiven Gruppe erfolgen 
(z.B. Aktivestermethode). Sie kann aber auch durch bifunktionelle Kopplungsreagenzien (z.B. 
Glutardialdehyd), die sowohl mit der Oberfläche als auch mit dem Wirkstoff eine Bindung 
eingehen, bewerkstelligt werden. In der Literatur ist eine Fülle von Kopplungsreagenzien 
beschrieben77. Zu den für Kopplungsreaktionen am häufigsten genutzten funktionellen Gruppen 
zählen Amino-, Sulfhydryl-, Hydroxyl- und Carboxylgruppen. 
Die kovalente Immobilisierung bietet den Vorteil der Ausbildung einer starken, irreversiblen 
Bindung zwischen Biomaterialoberfläche und Wirkstoff. Die Gefahr der Desorption und Diffu-
sion ins umliegende Gewebe wie bei adsorptiv gebundenen Wirkstoffen besteht nicht, sodass die 
Wirksamkeit des bioaktiven Moleküls auf die Grenzfläche beschränkt bleibt. Zudem werden zur 
kovalenten Bindung häufig Kopplungsreagenzien eingesetzt, die eine gewisse Distanz des Wirk-
stoffs zur Oberfläche gewährleisten. Solche Abstandshalter sollen einer möglichen Konforma-
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tionsänderung vorbeugen und für eine höhere Beweglichkeit und eine bessere Zugänglichkeit 
des Wirkstoffs sorgen. 
 
5.3.1 Auswahl der bioaktiven Substanzen 
5.3.1.1 Zelladhäsion und Extrazelluläre Matrix 
Für die Effektivität eines Knochen- oder Zahnimplantats ist eine direkte und starke Bindung 
zwischen dem Biomaterial und dem Knochengewebe unerlässlich. Dabei nimmt die Adhäsion 
von Knochenzellen (z.B. Osteoblasten oder Osteoklasten) an der Biomaterialoberfläche eine 
zentrale Rolle ein. Unter dem Begriff der Zelladhäsion wird auf der einen Seite die schnelle und 
lockere Anheftung von Zellen aufgrund physikalisch-chemischer Kräfte wie polarer oder 
ionischer Wechselwirkungen und van-der-Waals-Kräfte verstanden; auf der anderen Seite 
impliziert Zelladhäsion die dauerhafte Verknüpfung über biologische Strukturen58. Die biolo-
gische Adhäsion von Zellen an der natürlichen extrazellulären Matrix (ECM) sowie an einem 
synthetischen Biomaterial wird in erster Linie durch Wechselwirkungen zwischen den ECM-
Proteinen bzw. den an der Biomaterialoberfläche gebundenen Proteinen und den entsprechenden 
Rezeptoren in der Zellmembran vermittelt242. 
Die Funktion des Zelladhäsionsmediators können sowohl Proteine des Blutplasmas (z.B. Plas-
mafibronektin und Vitronektin) als auch solche der ECM übernehmen. Der organische Teil der 
ECM des Knochens besteht zu 90% aus Kollagenen (Kollagen I und V) und zu 10% aus nicht 
kollagenartigen Proteinen (Osteokalcin, Osteonektin, Osteopontin, bone sialoproteins, Fibronek-
tin, Vitronektin, Wachstumsfaktoren) und Proteoglykanen58 Zu den zelladhäsionsfördernden 
Proteinen zählen Fibronektin, Vitronektin, Osteopontin, das bone sialoprotein I, Thrombospon-
din und Kollagen I. 
Auf der Zellseite sind in erster Linie Rezeptoren der Integrin-Superfamilie für die Adhäsion von 
Zellen an Fremdkörperoberflächen verantwortlich. Integrine sind nicht kovalent verbundene 
heterodimere Proteine, die aus einer α- und einer β-Untereinheit aufgebaut sind. Durch die 
Kombination von 16 α- und 8 β-Untereinheiten sind bisher 22 αβ-Integrinrezeptoren bekannt, 
die unterschiedliche Liganden binden58. Integrinrezeptoren durchdringen die Zellmembran und 
stellen somit eine Verbindung zwischen dem extra- und dem intrazellulären Raum dar. Neben 
der Zelladhäsion kommt ihnen eine wichtige Bedeutung bei der Signaltransduktion und damit 
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für die weitere Entwicklung der Zellen zu. Die Integrine treten mit nur sehr kleinen Sequenz-
bereichen der adhäsionsvermittelnden Proteine in Wechselwirkung, die durch synthetische Pep-
tide imitiert werden können243. 
 
5.3.1.2 Der Zelladhäsionsmediator Fibronektin 
Fibronektin ist ein langgezogenes, fibrillenbildendes Protein und Bestandteil beinahe aller 
Gewebe155. Es kommt in drei unterschiedlichen Formen vor: dem dimeren Plasmafibronektin, 
dem oligomeren Zelloberflächenfibronektin und dem fibrillären Matrixfibronektin. Alle drei 
Formen sind immunologisch gleich und zeichnen sich durch ihre zelladhäsionsvermittelnden 
Eigenschaften aus. 
Plasmafibronektin wird in der Leber synthetisiert. Seine Konzentration im Blut beträgt ca. 
0,3 mg/ml. Es besteht aus zwei Untereinheiten mit je einem relativen Molekulargewicht Mr von 
220.000, die in der Nähe des C-Terminus durch zwei Disulfidbrücken miteinander verbunden 
sind156. Elektronenmikroskopisch ergibt sich für das gestreckte Dimer eine Länge von ca. 
140 nm244. Das Protein enthält keine α-helikalen Bereiche. Die linearen Untereinheiten des 
Fibronektins sind aus drei unterschiedlichen globulären Modulen aufgebaut, die sich wie die 
Perlen einer Kette aneinander reihen245. In Abb. 29 sind der modulare Aufbau und die Bindungs-
affinitäten verschiedener Domänen des Fibronektindimeren schematisch dargestellt. 
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Abb. 29: Schematische Darstellung der modularen Struktur des Plasmafibronektins mit Angabe 
der Bindungsdomänen 
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Jede Untereinheit besteht aus 12 homologen Modulen des Typ I (45 Aminosäurereste mit 
2 Disulfidbrücken), 2 Homologen des Typs II (60 Aminosäurereste mit 2 Disulfidbrücken) und 
15 Homologen des Typs III (90 Aminosäurereste). Einige der homologen Bereiche bilden funk-
tionelle Domänen, die Bindungsaffinitäten zu Integrinen sowie zu verschiedenen Proteinen und 
Glykosaminoglykanen der ECM aufweisen. Auf diese Weise trägt Fibronektin zur Bindung 
zwischen Zellen und der ECM bei. Von besonderer Bedeutung für die Integrinbindung ist die 
zellbindende Domäne, die auf der zehnten Wiederholungseinheit mit Typ III Homologie 
(Fn III-10) lokalisiert ist. 
 
Fibronektin ist der bestuntersuchte Zelladhäsionsmediator, der mit den Intergrinen der meisten 
Zellen in Wechselwirkung treten kann. Es wird daher weit verbreitet zur Zellbesiedlung von 
Substratoberflächen eingesetzt. Verglichen mit anderen Adhäsionsproteinen wie Kollagen I 
und IV, Vitronektin oder Laminin adhärieren humane Osteoblasten bevorzugt an Oberflächen, 
die mit Fibronektin beschichtet sind246. 
 
5.3.1.3 Das Zelladhäsionspeptid GRGDS 
Die enzymatische Fibronektinspaltung mit Pepsin ergibt ein Fragment mit einem relativen Mole-
kulargewicht Mr von 12.000, das aus 108 Aminosäureresten besteht und die zellbindende Domä-
ne sowie Teile der benachbarten Module enthält. Dieses Fragment zeigt das gleiche zellbindende 
Potential wie das ganze Protein247. Abb. 30 zeigt die dreidimensionale Struktur der zellbinden-
den Domäne, die 1994 von Ruoslahti et al. durch Röntgenstrukturanalyse ermittelt wurde248. 
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Abb. 30: Tertiärstruktur der zellbindenden Domäne (Fn III-10) des Fibronektins mit GRGDS-
Sequenz249 
 
Das Modul besteht aus 90 Aminosäureresten und ist aus zwei β-Faltblattstrukturen mit jeweils 3 
bzw. 4 antiparallelen Peptidsträngen aufgebaut, die durch flexible Schlaufen miteinander ver-
bunden sind. Im Inneren der globulären Domäne ist ein Kern von 24 hydrophoben Amino-
säureresten vor der polaren Umgebung verborgen. 
Pierschbacher und Ruoslahti verkleinerten mit molekularbiologischen und peptidchemischen 
Methoden sukzessive die Größe dieses Fragments, um die für die Zellanheftung wesentlichen 
Peptidsequenzen aufzuspüren. Ein Fragment aus den ersten dreißig Aminosäureresten des C-
Terminus der zellbindenden Domäne besitzt noch annähernd das gleiche zellbindende Potential 
wie die gesamte Domäne250. Als Schlüsselsequenz für die zelluläre Erkennung erwies sich 
schließlich das Pentapeptid Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (GRGDS) bzw. sogar das Tripeptid Arg-Gly-
Asp (RGD)251,252. Die GRGDS-Sequenz befindet sich an exponierter Stelle in einer hydrophilen 
Schleife in den Positionen 77 bis 81 der zellbindenden Domäne. 
Die RGD-Sequenz ist in zahlreichen anderen adhäsionsfördernden Proteinen wie Vitronektin, 
Osteopontin, dem bone sialoprotein I, Kollagen I und Thrombospondin enthalten, wobei die der 
RGD-Sequenz benachbarten Aminosäurereste einen Einfluss auf die Selektivität und Affinität 
zu unterschiedlichen Integrinrezeptoren zu haben scheinen253. 
 
Gly 77 
Gly 79 
Arg 78 
Asp 80 
Ser 81 
Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen 111 
 
RGD-beschichtete Oberflächen steigern die Zelladhäsion von Osteoblasten in vitro254,255 und 
stimulieren die Knochenbildung in vivo256,257. Aus diesem Grunde beschäftigen sich zahlreiche 
Arbeiten mit der Ausrüstung von Implantatmaterialien aus der Orthopädie und der Zahnheil-
kunde mit RGD-Peptiden zur Verbesserung der Knochenintegration258,259,260. Eine kovalente 
Kopplung an den jeweiligen Oberflächen ist dabei unerlässlich, da frei bewegliche Peptide die 
Rezeptoren blockieren und zur Apoptose führen können261. 
Der Vorteil von kleinen RGD-Peptiden im Vergleich zu den oft schwer zugänglichen und teuren 
Adhäsionsproteinen, deren integrinbindende Funktion sie einnehmen, besteht darin, dass sie 
einfach, kostengünstig und in hoher Reinheit hergestellt werden können. Darüber hinaus sind 
Peptide unempfindlich gegenüber denaturierenden Einflüssen, während die Aktivität der Adhä-
sionsproteine abhängig von der Tertiärstruktur ist und durch verschiedene Faktoren (Adsorption 
an einer Biomaterialoberfläche, pH-Wert, Wärme) beeinträchtigt werden kann. Außerdem sind 
Peptide beständiger in der Lagerung und bei Sterilisierungsverfahren als die komplex aufgebau-
ten Proteine. 
 
In dieser Arbeit wird die aus fünf Aminosäuren bestehende Sequenz GRGDS ausgewählt, die als 
solche in der zellbindenden Domäne des Fibronektins zu finden ist. Abb. 31 zeigt die Primär-
struktur des Pentapeptids. 
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Abb. 31: Primärstruktur von GRGDS 
 
Mit einem relativen Molekulargewicht Mr von 490,5 ist es im Vergleich zum Fibronektin als 
sehr klein zu bezeichnen. Aufgrund der polaren (Serin), sauren (Asparaginsäure) und basischen 
(Arginin) Aminosäurereste handelt es sich bei GRGDS um ein hydrophiles Peptid, das sich sehr 
gut in Wasser löst (10 mg/ml)262. Es liegen keine unpolaren Seitenketten vor, sodass nicht von 
einer starken Affinität zur Adsorption an Oberflächen wie bei den großen Proteinen auszugehen 
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ist. Das N-terminale Glycin dient bei der Immobilisierung mit HDI als zusätzlicher Abstands-
halter und ermöglicht eine bessere Zugänglichkeit der RGD-Sequenz253. 
 
5.3.1.4 Der Wachstumsfaktor BMP-2 
Als Wachstumsfaktoren wird eine Gruppe von Polypeptiden bezeichnet, die die Zellproliferation 
fördern, indem sie an spezifische Membranrezeptoren binden263. Die Wachstumsfaktoren unter-
scheiden sich durch ihre Wirkungsweise von anderen Polypeptidhormonen wie dem Wachs-
tumshormon oder dem Insulin. Bei dem endokrinen Modell der klassischen Polypeptidhormone 
werden die Hormone aus den sekretorischen Granula einer Drüse ins Blut freigesetzt und zu den 
entfernten Zielzellen transportiert. Wachstumsfaktoren hingegen werden lokal sezerniert und 
treten mit den Rezeptoren benachbarter Zellen (parakrin) oder an der Membran der Ursprungs-
zelle (autokrin) in Wechselwirkung. 
Wachstumsfaktoren bewirken bei der Zielzelle Änderungen im Glukosetransport, im Ionenstrom 
und im Transport von Aminosäuren263. Außerdem werden die Protein-, DNS- und RNS-Syn-
these sowie die Zellteilung durch Wachstumsfaktoren beeinflusst. 
 
Das bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) ist ein Vertreter der transforming growth factor β 
(TGF-β) Superfamilie. Diese stellt eine Gruppe von multifunktionellen Zytokinen dar, die eine 
wichtige Rolle sowohl bei der Embryogenese als auch bei der Kontrolle der Differenzierung und 
Proliferation von adulten Zellen und bei der Wundheilung spielen264. Das BMP-2 bestimmt auf 
der einen Seite wichtige Schritte in der frühen Phase der embryonalen Entwicklung von Tieren 
und des Menschen, auf der anderen Seite induziert es das Knochenwachstum und reguliert die 
Knochenregeneration bei Wirbeltieren265. Es kann mit zwei verschiedenen Rezeptortypen der 
Zellmembran sowie mit diversen ECM- und Regulatorproteinen in Wechselwirkung treten. 
Die Kristallstruktur des BMP-2 wurde 1999 von Sebald et al. durch Röntgenstrukturanalyse 
aufgeklärt266. In seiner biologisch aktiven Form liegt das BMP-2 als Homodimer mit einem 
relativen Molekulargewicht Mr von 25.800 vor 267. Die räumliche Ausdehnung des Dimeren 
beträgt 7,0 nm x 3,5 nm x 3,0 nm. Abb. 32 zeigt die dreidimensionale Struktur des aus 114 
Aminosäuren aufgebauten, monomeren BMP-2249. 
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Abb. 32: Tertiärstruktur des monomeren BMP-2249 
 
Das Monomer zeigt die typische Struktur der TGF-β Familie bestehend aus zwei separaten 
antiparallelen β-Faltblattstrukturen auf der einen Seite und einer vierfachen α-Helix auf der 
anderen. Der mittlere Teil ist nur 1 nm dick und entspricht einer einzelnen β-Faltblatt-Schicht. 
Das Monomer enthält einen Cysteinknoten, der aus drei verschieden intrachenaren Disulfid-
brücken aufgebaut ist. Da dem monomeren BMP-2 das hydrophobe Zentrum globulärer Proteine 
fehlt, ist dieses starre Gerüst notwendig für die Stabilität der Gesamtstruktur. Eine weitere Sta-
bilisierung wird durch die Dimerisierung über eine interchenare Disulfidbrücke erreicht. 
 
Nachdem BMP-2 ursprünglich aus demineralisierter Knochenmatrix extrahiert wurde, erfolgt 
die Herstellung heute gentechnisch durch Klonierung und Expression aus Säugetierzellen oder 
Bakterien268. Sowohl natürliches als auch rekombinantes BMP-2 führen zur Differenzierung von 
mesenchymalen Zellen in knochenbildende Vorläuferzellen und besitzen an orthotopen sowie an 
heterotopen Implantationsorten (z.B. im Muskel) osteoinduktive Eigenschaften269. Daher wurde 
BMP-2 bereits in einigen Studien zur Heilung von Knochendefekten eingesetzt. Bislang wurde 
der Wachstumsfaktor dabei überwiegend auf organischen oder anorganischen Trägermaterialien 
appliziert270. Jennissen et al. führten erste Untersuchungen zur kovalenten Immobilisierung von 
BMP-2 an metallischen Implantatoberflächen durch271. 
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5.3.2 Immobilisierung von bioaktiven Substanzen mit dem homobifunktionellen 
Kopplungsreagenz 1,6-Hexamethylendiisocyanat 
Die Immobilisierung der ausgewählten bioaktiven Moleküle Fibronektin, GRGDS und BMP-2 
erfolgt mit 1,6-Hexamethylendiisocyanat (HDI)187,272. Die zweistufige Reaktion des homobi-
funktionellen Kopplungsreagenzes mit der Oberfläche und dem Protein bzw. dem Peptid ist in 
Schema 13 dargestellt. 
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Schema 13: Immobilisierung von Proteinen bzw. Peptiden an Oberflächenaminogruppen mit 
HDI 
 
Im ersten Schritt reagieren die Aminogruppen der funktionalisierten Titanoberflächen mit dem 
Diisocyanat unter Ausbildung einer Harnstoffbindung (vgl. Kap. 4.3.3). Nach gründlichem 
Waschen mit absolutem Ether zur Entfernung des ungebundnen HDI werden die aktivierten 
Oberflächen mit einer Lösung des Fibronektins (10 µg/ml), BMP-2 (50 µg/ml) bzw. YRGDS 
(100 µg/ml) in Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH 8,4) umgesetzt, wobei die Kopplungs-
reaktion zwischen der zweiten Isocyanatgruppe des HDI und einer primären Aminogruppe des 
Wirkstoffs unter Ausbildung einer zweiten Harnstoffbindung stattfindet. Die Aminogruppe kann 
entweder die N-terminale Aminogruppe des Proteins bzw. Peptids sein oder aus einer Seiten-
kette stammen. Fibronektin mit 111 Lysinresten und BMP-2 mit 18 Lysinresten besitzen meh-
rere reaktive Aminogruppen, über die die HDI-Kopplung erfolgen kann. Während bei diesen 
Proteinen also von einer mehrfachen Bindung des Moleküls an der Oberfläche (multipoint 
attachment) auszugehen ist, wird bei dem kleinen GRGDS die Bindung ausschließlich über die 
terminale Aminogruppe geknüpft. Im letzteren Fall übernimmt das Kopplungsreagenz gleich-
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zeitig die Funktion eines Abstandhalters, der eine bessere Zugänglichkeit des Wirkstoffs durch 
die Zellen ermöglicht. 
Organische Isocyanate sind stark elektrophil und unterliegen in wässrigem Medium der Hydro-
lyse. Durch Wasseranlagerung entsteht aus dem Isocyanat eine Carbaminsäure, die instabil ist 
und in Kohlendioxid und das entsprechende primäre Amin zerfällt. Die Reaktion mit den 
nukleophilen Aminogruppen des Proteins bzw. Peptids ist jedoch erheblich schneller und wird 
durch die rasche Adsorption der Biomoleküle an der Oberfläche begünstigt187. 
 
5.4 Charakterisierung der Oberflächentopographie der modifizierten 
Titanoberflächen 
Die Oberflächentopographie hat einen bedeutenden Einfluss auf das Zellverhalten. Durch 
Mikrostrukturierung von Oberflächen verschiedener Biomaterialien konnten gezielt Zellfunk-
tionen wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose gesteuert werden273. Mit sogenannten 
weichen lithographischen Techniken (soft lithography) konnten Whitesides et al. Oberflächen-
eigenschaften und -strukturen auf molekularer Ebene einstellen und somit die Proteinadsorption 
und das Zellverhalten regulieren274. 
 
Ein wesentlicher Parameter zur Beschreibung der Oberflächentopographie ist die Rauhigkeit. 
Nach ISO 4287/1 wird neben der Standardabweichung Rq (siehe Kap. 4.4) auch der arith-
metische Mittelwert Ra der absoluten Abweichung der z-Werte vom berechneten Mittelwert 
angegeben, der laut DIN 4762 um ca. 25% kleiner als der Rq-Wert ist: 
 
∑
=
−=
m
i
avei zz
m
Ra
1
1
      (12) 
 
mit  Ra arithmetischer Mittelwert der Abweichungen der z-Werte vom Mittelwert, 
 zave Mittelwert der z-Werte, 
 zi z-Wert der Messpunkte und 
 m Anzahl der Messpunkte pro Bild. 
 
Zahlreiche Arbeiten beschäftigen sich mit dem Einfluss der Rauhigkeit von Titanoberflächen auf 
das Verhalten von Knochenzellen. Im allgemeinen wird davon ausgegangen, dass Zelladhäsion 
und Proliferation an rauhen Oberflächen begünstigt sind275. So fanden Deligianni et al. an gröber 
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strukturierten Proben (Gräben im Abstand von 5 µm) eine gesteigerte Fibronektinadsorption und 
infolgedessen eine höhere Adhäsion von Knochenmarkszellen276. Anselme et al. beobachteten 
eine geringere Adhäsion und Differenzierung von Osteoblasten an relativ glatten, polierten 
Oberflächen mit einer mittleren Rauhigkeit Ra von 0,2 µm als an rauhen, gesandstrahlten Ober-
flächen mit einem Ra-Wert von 3,4 µm204,277. Im Gegensatz dazu berichten Boyan et al. von bes-
serem Zellwachstum auf glatten (Ra = 0,5 µm) als auf rauhen (Ra = 5 µm) Oberflächen278,279. 
 
In dieser Arbeit wird die Oberflächentopographie von modifizierten Titanproben mit Hilfe der 
AFM untersucht und anschließend der Rq-Wert der erhaltenen Bilder als Senkrechtkenngröße 
der Rauhigkeit verglichen. Sämtliche Proben werden im tapping mode an Luft gemessen. Die 
Größe des untersuchten Ausschnitts umfasst 20 µm x 20 µm, der gesamte vertikale Maßstab 
beträgt 8 µm. Abb. 33 zeigt die AFM-Aufnahmen einer unbehandelten und einer gereinigten 
Titanoberfläche. 
 
Titan unbehandelt (Rq = 388 nm) Titan gereinigt (Rq = 385 nm) 
  
Abb. 33: AFM-Aufnahmen einer unbehandelten und einer gereinigten Titanoberfläche (Bild-
größe: 20 µm x 20 µm, vertikaler Maßstab: 8 µm) 
 
Bei beiden Proben ist innerhalb des untersuchten Bereichs eine Strukturierung mit erheblichen 
Höhenunterschieden von einigen µm zu beobachten. Nach der Behandlung mit Piranha-Lösung 
ist keine zusätzliche Strukturierung ersichtlich. 
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In Abb. 34 sind AFM-Aufnahmen von mit A-PPX beschichteten und mit APTES silanisierten 
Titanoberflächen vor und nach der Immobilisierung von Fibronektin gegenübergestellt. 
 
Titan/APTES (Rq = 413 nm) Titan/A-PPX (Rq = 382 nm) 
  
Titan/APTES/Fn (Rq = 418 nm) Titan/A-PPX/Fn (Rq = 393 nm) 
  
Abb. 34: AFM-Aufnahmen von mit APTES bzw. A-PPX modifizierten Titanoberflächen vor 
und nach der Immobilisierung von Fibronektin (Bildgröße: 20 µm x 20 µm, vertikaler 
Maßstab: 8 µm) 
 
Alle untersuchten Titanproben zeigen eine vergleichbare Oberflächenstruktur. Es tritt keine 
signifikante Veränderung durch die Oberflächenmodifizierungen auf. Bei Beschichtungsdicken 
von ca. 100 bis 200 nm bei der CVD-Polymerisation und nur ca. 1 nm bei der Silanisierung mit 
APTES wird die Struktur der Titanoberfläche originalgetreu abgebildet. Nach der Fibronektin-
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immobilisierung ist ebenfalls keine Strukturveränderung zu beobachten. Selbst das größte der 
ausgewählten Proteine mit ca. 140 nm Länge und 2,5 nm Höhe244 macht sich bei einer derart 
stark strukturierten Oberfläche in der Topographie und der Rauhigkeit nicht bemerkbar. 
 
In Abb. 35 sind die Rauhigkeitswerte Rq aller untersuchten Titanoberflächen zusammengefasst, 
die aus jeweils 5 Profilen einer AFM-Aufnahme der Größe 20 µm x 20 µm berechnet wurden. 
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Abb. 35: Durch AFM ermittelte Rauhigkeit Rq einer unbehandelten und von modifizierten 
Titanoberflächen (Fünffachbestimmung) 
 
Obwohl die Höhenunterschiede im Vergleich zur Grundfläche des untersuchten Probenaus-
schnitts relativ groß sind, weisen alle Proben eine vergleichbare Rauhigkeit auf. Die Werte sind 
mit ca. 390 nm sehr gering, die starken Höhenunterschiede machen sich jedoch in einem relativ 
großen Fehler bemerkbar. Die unbehandelten Titanproben besitzen im Lieferzustand nach 
Extraktion in Ethanol/Hexan einen Rq-Wert von 388 nm. Dieser Wert ist im Vergleich zu der 
Rauhigkeit von Titanoberflächen, die wie orthopädische Implantate mit Glasperlen 
(Rq = 1,50 µm) oder Aluminiumoxidpartikeln (Rq = 5,57 µm) behandelt wurden, eher als gering 
anzusehen280. Die Rauhigkeit bleibt nach der Piranha-Behandlung mit 385 nm unverändert, auch 
durch die Beschichtung mit A-PPX (382 nm) und APTES (413 nm) tritt keine signifikante 
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Veränderung des Rq-Wertes ein. Die Kopplung und Hydrolyse des HDI führt zu Rauhigkeits-
werten von 371 nm an der CVD-beschichteten und 413 nm an der silanisierten Titanoberfläche. 
Nach der Immobilisierung der bioaktiven Substanzen variieren die Rq-Werte zwischen 393 und 
425 nm. Bei diesen Proben ist ebenfalls keine signifikante Rauhigkeitsänderung festzustellen, 
sodass davon ausgegangen werden kann, dass die durchgeführten Oberflächenmodifizierungen 
keine Auswirkung auf das Zellverhalten aufgrund einer veränderten Oberflächentopographie 
haben. 
 
5.5 Charakterisierung der immobilisierten Wirkstoffe 
Die immobilisierten Wirkstoffe werden mit verschiedenen Methoden charakterisiert. Durch 
radioaktive Markierung werden die absoluten an TCPS und an den verschiedenen Titanober-
flächen gebundenen Mengen an Fibronektin und RGD-Peptid bestimmt. Mittels ELISA erfolgt 
eine semiquantitative Erfassung des gebundenen Fibronektins anhand der Antikörpererkennung. 
Schließlich wird der Bindungscharakter der gebundenen Moleküle durch surface-MALDI-TOF-
MS untersucht. 
 
5.5.1 Quantitative Bestimmung der immobilisierten Fibronektinmenge mittels 
radioaktiver Markierung 
Die Bestimmung der absoluten gebundenen Fibronektinmenge erfolgt durch Markierung des 
Proteins mit dem radioaktiven Isotop 125Iod nach der Chloramin T-Methode (vgl. Kap. 4.5.5). 
Die unmodifizierten und aminofunktionalisierten Titanproben werden mit oder ohne HDI-
Aktivierung in einer definierten Lösung des markierten Fibronektins inkubiert. Nach der Ad-
sorption bzw. kovalenten Immobilisierung wird nicht oder nur schwach gebundenes Protein 
durch einen Waschvorgang entfernt und die an der Oberfläche verbleibende Radioaktivität im 
Gammacounter gemessen. Aus der Radioaktivität der Fibronektinlösung und der Fläche der 
Proben lässt sich die Oberflächenkonzentration berechnen. In Abb. 36 sind die ermittelten Ober-
flächenkonzentrationen von Fibronektin an TCPS, unmodifizierten und modifizierten Titanpro-
ben graphisch dargestellt. 
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Abb. 36: Absolute gebundene Fibronektinmenge an TCPS, unmodifizierten und modifizierten 
Titanoberflächen, ermittelt durch radioaktive Markierung (Dreifachbestimmung, Lö-
sungskonzentration = 10 µg/ml) 
 
Die an TCPS gemessene Oberflächenkonzentration beträgt 238 ng/cm² und entspricht der 
monolayer-Belegung von 240 ng/cm², bei der die Fibronektinmoleküle waagerecht angeordnet 
sind (vgl. Kap. 4.5.5). An der unbehandelten Titanoberfläche adsorbieren 123 ng/cm² Fibro-
nektin. Diese Oberflächenkonzentration liegt innerhalb des Bereichs von Literaturangaben, bei 
denen für Lösungskonzentrationen von 10 µg/ml Oberflächenkonzentrationen zwischen 80 und 
200 ng/cm² angegeben werden151,281. Nach der Piranha-Behandlung ist an der sehr hydrophilen 
Titanoberfläche die Fibronektinadsorption auf 89 ng/cm² herabgesetzt. Eine Verminderung der 
Fibronektinadsorption an Wasserstoffperoxid-behandeltem Titandioxid wurde auch von 
MacDonald et al. beobachtet281. 
Infolge der Hydrophobierung durch die Beschichtung wird eine im Vergleich zum unbeschich-
teten Titan höhere Oberflächenkonzentration von ca. 200 ng/cm² an Titan/A-PPX, Titan/DA-
PPX und Titan/APTES gemessen. An den beschichteten und HDI-aktivierten Titanproben 
werden mit Werten von ca. 250 ng/cm² Oberflächenkonzentrationen gemessen, die einem side 
on monolayer des Proteins entsprechen. Dabei sind zwischen den unterschiedlich funktio-
nalisierten Titanoberflächen keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Die Differenzen 
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zwischen den gebunden Fibronektinmengen an nicht aktivierten und HDI-aktivierten Titanober-
flächen lassen auf eine kovalente Immobilisierung mit dem Kopplungsreagenz HDI schließen. 
 
Nach Hughes et al. ist für die maximale Ausbreitung von Hamsterfibroblasten auf mit Fibro-
nektin beschichteten Oberflächen eine minimale Konzentration von 15 ng/cm² notwendig282. 
Dieser Grenzwert wird auf allen untersuchten Titanproben um ein Vielfaches überschritten. Die 
bei den HDI-aktivierten Oberflächen vorliegende monomolekulare Fibronektinbelegung sollte 
eine ideale Grundlage für die Zelladhäsion darstellen. Untersuchungen zur Adhäsion von Osteo-
blasten in Abhängigkeit von der Oberflächenkonzentration des Fibronektins sind nicht bekannt. 
 
5.5.2 Semiquantitative Bestimmung der immobilisierten Fibronektinmenge mittels 
enzyme linked immunosorbent assay 
Die gebundenen Fibronektinmoleküle werden durch ELISA semiquantitativ bestimmt. Der 
Nachweis des Fibronektins wird mit den im Kap. 4.5.4 beschriebenen Antikörpern und der 
nachfolgenden Farbreaktion durchgeführt. Dabei wird die gemessene OD in Relation zu der an 
TCPS adsorbierten Fibronektinmenge gesetzt. Mit dem ELISA können Erkenntnisse zur 
Epitopzugänglichkeit des immobilisierten Antigens gewonnen werden. Moleküle, die bei der 
Immobilisierung ihre Konformation verändern und die Zugänglichkeit des für den Antikörper 
spezifischen Epitops verlieren, werden mit diesem Verfahren nicht nachgewiesen. Insofern 
kommt dem ELISA als komplementäre Analytik zur radioaktiven Markierung eine große 
Bedeutung zu. In Abb. 37 ist die relative OD als Maß für die gebundene und immunologisch 
nachweisbare Fibronektinmenge an TCPS, unmodifizierten und modifizierten Titanoberflächen 
dargestellt. 
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Abb. 37: Relativ zu TCPS gebundene Fibronektinmenge an unmodifizierten und modifizierten 
Titanoberflächen, ermittelt durch ELISA (Dreifachbestimmung, Lösungskonzentra-
tion = 10 µg/ml) 
 
Im Vergleich zum TCPS wird an den unmodifizierten und modifizierten Titanoberflächen eine 
geringfügige Steigerung der OD beobachtet. Die geringste relative OD wird mit 103% an der mit 
A-PPX beschichteten Titanprobe gemessen, den höchsten Wert zeigt mit 119% die mit HDI 
aktivierte DA-PPX-Probe. Die ELISA-Ergebnisse führen zu dem Schluss, dass an allen unter-
suchten Oberflächen eine vergleichbare Menge an immunologisch nachweisbaren Fibronektin-
molekülen vorliegt. Beim Vergleich mit den Ergebnissen der radioaktiven Markierung werden 
jedoch insbesondere bei den beiden unbeschichteten Titanoberflächen signifikante Unterschiede 
zwischen den mit beiden Methoden bestimmten Fibronektinmengen deutlich. Dort wurden an 
der unbehandelten und der gereinigten Titanprobe nur ca. halb so große Oberflächenkonzen-
trationen des Fibronektins wie an TCPS und an den beschichteten Titanproben gemessen. Die 
Ursache der abweichenden Ergebnisse zwischen radioaktiver Markierung und ELISA könnte in 
einer Konformationsänderung des Fibronektins bei der Adsorption an den unbeschichteten 
Titanoberflächen liegen. MacDonald et al. berichten von einem Übergang der gestreckten 
Fibronektinstruktur zu einer kompakteren, globulären Form mit räumlichen Ausmaßen von 
16,5 x 9,6 x 2,5 nm³ nach Adsorption an hydrophilen Titanoberflächen283. Eine solche Konfor-
mationsänderung des Fibronektins kann dazu führen, dass das Epitop an den unbeschichteten 
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Titanoberflächen für den Antikörper nicht so gut zugänglich ist wie in der Konformation, in der 
das Antigen an den hydrophoberen Polymerbeschichtungen vorliegt. Das würde bedeuten, dass 
an den hydrophilen unbeschichteten Titanoberflächen mittels ELISA nicht alle vorhandenen 
Fibronektinmoleküle erfasst werden. 
 
Beim Vergleich der ELISA-Ergebnisse mit denen der Proteinabsolutbestimmung durch radio-
aktive Markierung lässt sich sagen, dass die immunologisch nachweisbare Fibronektinmenge an 
allen untersuchten Oberflächen vergleichbar ist, obwohl bedeutende Unterschiede in der abso-
luten Oberflächenkonzentration an den unbeschichteten und den modifizierten Titanproben 
bestehen. 
 
5.5.3 Quantitative Bestimmung der immobilisierten RGD-Peptidmenge mittels 
radioaktiver Markierung 
Zur Quantifizierung des gebundenen RGD-Peptids wird das Pentapeptid YRGDS eingesetzt, bei 
dem das N-terminale Glycin gegen Tyrosin ausgetauscht ist, da der aromatische Ring dieser 
Aminosäure für eine Markierung mit radioaktivem Iod zugänglich ist. Es wird davon ausgegan-
gen, dass sich die beiden Peptide in ihrem Adsorptionsverhalten nicht wesentlich unterscheiden 
und die bei der Immobilisierung von YRGDS erhaltenen Ergebnisse Rückschlüsse auf die unter 
den gleichen Bedingungen gebundenen GRGDS-Mengen zulassen. In Abb. 38 sind die Ober-
flächenkonzentrationen von YRGDS an TCPS, unmodifizierten und modifizierten Titanproben 
zusammengefasst. 
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Abb. 38: Absolute gebundene YRGDS-Peptidmenge an TCPS, unmodifizierten und modifizier-
ten Titanoberflächen, ermittelt durch radioaktive Markierung (Dreifachbestimmung, 
Lösungskonzentration = 100 µg/ml) 
 
Im Vergleich zum Fibronektin sind die an den verschiedenen Oberflächen adsorbierten Mengen 
des RGD-Peptids wesentlich geringer. An der Referenzoberfläche TCPS werden nur 26 ng/cm² 
YRGDS gemessen, die Adsorption an unbehandeltem und gereinigtem Titan beträgt 14 bzw. 
10 ng/cm². Zu den modifizierten Titanoberflächen zeigt das Pentapeptid mit 13 ng/cm² bei 
Titan/A-PPX eine vergleichbare oder noch geringere Affinität (7 ng/cm² bei Titan/DA-PPX und 
6 ng/cm² bei Titan/APTES). Die im Vergleich zum Fibronektin geringen adsorbierten Peptid-
mengen sind zum einen auf das geringe Molekulargewicht und die geringe Größe des YRGDS 
zurückzuführen. Die schwache Adsorptionsneigung beruht außerdem auf dem hohen Anteil an 
polaren Gruppen innerhalb des Peptids. Die Möglichkeit zur Konformationsänderung und dem 
daraus resultierenden Entropiegewinn bei der Adsorption wie bei großen Proteinen ist bei dem 
Pentapeptid nicht gegeben. 
Erst nach der HDI-Aktivierung wird eine deutliche Steigerung der gebundenen YRGDS-Mengen 
beobachtet. Dabei ist die immobilisierte Menge an den beiden CVD-beschichteten Proben 
Titan/A-PPX/HDI und Titan/DA-PPX/HDI mit 137 bzw. 141 ng/cm² vergleichbar. Wie schon 
bei der Derivatisierung mit PFBA in Kap.5.2.1.2.3 beobachtet wurde, scheinen sich die beiden 
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aus den Monomeren A-PCP und DA-PCP erzeugten Polymere in der Zahl der reaktiven Amino-
gruppen nicht zu unterscheiden. Die gebundene YRGDS-Menge an silanisiertem und HDI-
aktiviertem Titan ist mit 82 ng/cm² geringer als an den CVD-beschichteten Proben. Der deut-
liche Unterschied in der Oberflächenkonzentration des Peptids zwischen den nicht aktivierten 
und HDI-aktivierten Proben lässt auf eine kovalente Immobilisierung mit dem bifunktionellen 
Kopplungsreagenz HDI schließen. 
 
Massia und Hubbel fanden, dass bei Fibroblasten schon eine Oberflächenkonzentration eines 
RGD-Peptids von 0,01 pmol/cm² zur Steigerung der Zelladhäsion und zur Ausbildung von 
fokalen Kontakten an silanisierten Glasoberflächen ausreichen284. Für Osteoblasten geben 
Rezania et al. eine minimale Oberflächenkonzentration des RGD-Peptids von 0,6 pmol/cm² zur 
Steigerung der Zelladhäsion an260. Dieser Grenzwert entspricht bei einem relativen Molekular-
gewicht Mr des YRGDS von 596,7 einer Oberflächenkonzentration von 0,4 ng/cm² und wird bei 
allen untersuchten Oberflächen, also auch bei jenen, an welchen das Peptid adsorptiv gebunden 
ist, um ein Vielfaches überschritten. 
 
5.5.4 Untersuchung des Bindungscharakters der immobilisierten Wirkstoffe mittels 
Matrix-unterstützter Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektro-
metrie im Oberflächenmodus 
Die surface-MALDI-TOF-MS bietet nicht nur die Möglichkeit zur Analyse von an Oberflächen 
adsorbierten Biomolekülen (siehe Kap. 4.5.3), sondern auch zur Differenzierung zwischen 
adsorptivem und kovalentem Bindungscharakter. Griesser et al. konnten auf diese Weise die 
kovalente Immobilisierung von Lysozym, Lactoferrin, Trypsin und Myoglobin an Dextran-be-
schichteten Oberflächen nachweisen285. Weiß nutzte die surface-MALDI-TOF-MS zum Nach-
weis der kovalenten Immobilisierung von Insulin an aminofunktionalisierten Oberflächen nach 
HDI-Aktivierung286. 
Der Vorgang der Desorption der Analytmoleküle von der Probenoberfläche ist im Detail noch 
nicht aufgeklärt. Es wird aber davon ausgegangen, dass unter anderem die Fähigkeit der Matrix, 
die Laserenergie schnell durch Schwingungsanregung in Wärme umzuwandeln, eine bedeutende 
Rolle spielt. Eine derartige Energieübertragung reicht allerdings nicht aus, um kovalente 
Bindungen zu spalten. Daher sollte es prinzipiell möglich sein, physikalisch adsorbierte von 
chemisch gebundenen Molekülen zu unterscheiden. In Abb. 39 ist die Vorgehensweise zur 
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Differenzierung zwischen adsorptiv und kovalent gebundenen Analytmolekülen durch MALDI-
TOF-MS schematisch dargestellt. 
 
Matrix Laser Elektrisches Feld
 
Abb. 39: Schematische Darstellung der surface-MALDI-TOF-MS zur Untersuchung des Bin-
dungscharakters von Analytmolekülen an einer Oberfläche 
 
Voraussetzung dafür ist jedoch, dass das Analytmolekül, in diesem Fall das Protein bzw. Peptid, 
durch die Adsorption an der Oberfläche nicht denaturiert und infolgedessen die physikalischen 
Bindungskräfte verstärkt werden oder aber die Wechselwirkung mit der Oberfläche von vorne-
herein so groß ist, dass eine Desorption unmöglich wird. Außerdem muss das zu untersuchende 
Molekül grundsätzlich für die Charakterisierung im MALDI-TOF-Massenspektrometer geeignet 
sein. Fibronektin kann aufgrund seiner hohen relativen Molekülmasse mr von 440.000 mittels 
surface-MALDI-TOF-MS nicht analysiert werden163. BMP-2 hingegen mit einer relativen Mole-
külmasse mr von 25.800 kann nach Adsorption an der Oberfläche eines Probenträgers und 
Präparation mit SA als Matrix in saurer TA-Lösung im MALDI-TOF-Massenspektrometer de-
sorbiert, ionisiert und unfragmentiert als protoniertes Molekülion [M+H]+ bei m/z 25.935 detek-
tiert werden. Abb. 40 zeigt das Referenz-MALDI-TOF-Massenspektrum von BMP-2 nach re-
dissolution-Präparation auf einem herkömmlichen Edelstahlprobenträger. 
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Abb. 40: Referenz-MALDI-TOF-Massenspektrum von BMP-2 (re-dissolution-Präparation mit 
SA in TA auf einem Edelstahlträger) 
 
Außerdem treten noch zwei weitere Peaks auf. Das Signal bei m/z 12.947 ist auf das zweifach 
geladene Molekülion [M+2H]2+ oder auf das einfach protonierte Molekülion [M+H]+ der mono-
meren Untereinheit des BMP-2 zurückzuführen, das andere bei m/z 39.029 stammt von einem 
Addukt aus dem einfach geladenen Molekülion und der einen Hälfte des über eine Disulfid-
brücke verbundenen Dimeren. 
 
Zur Differenzierung zwischen adsorptiv und kovalent gebundenem BMP-2 an modifizierten 
Titanoberflächen werden je zwei Titanproben mit A-PPX beschichtet bzw. mit APTES sila-
nisiert. Darauf folgt die Immobilisierung von BMP-2 an diesen Oberflächen einmal mit und 
einmal ohne HDI-Aktivierung. Alle Proben werden bis auf die HDI-Aktivierung gleich behan-
delt, nach der Kopplung gleich intensiv gewaschen und nach re-dissolution Präparation mit SA 
in TA MALDI-TOF-massenspektrometrisch analysiert. 
 
Die Immobilisierung des BMP-2 an den entsprechenden Oberflächen wird durch XPS qualitativ 
nachgewiesen. Durch die Anwesenheit des Proteins ändert sich die chemische Zusammen-
setzung an der Oberfläche der Titanproben. Insofern bietet sich die XPS als Methode zum quali-
tativen Nachweis des gebundenen Wirkstoffs an. Insbesondere der Stickstoffgehalt und der an 
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Sauerstoff und an Stickstoff gebundene Kohlenstoff (N-C=O) im hochaufgelösten C1s-Spektrum 
lassen Rückschlüsse auf oberflächengebundene Proteine zu287. In Tab. 18 ist die Elementzusam-
mensetzung von mit A-PPX beschichteten Titanoberflächen vor und nach der Immobilisierung 
des BMP-2 dargestellt. Zur Kontrolle wird die Elementzusammensetzung einer HDI-aktivierten 
und anschließend in Wasser hydrolysierten Oberfläche (Titan/A-PPX/HDI hydr.) gemessen. 
Durch die Hydrolyse der freien Isocyanatgruppe des Kopplungsreagenzes HDI werden primäre 
Aminogruppen am Ende der Hexylkette gebildet. 
 
Tab. 18: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung von mit A-PPX beschichteten 
Titanoberflächen vor und nach der Immobilisierung von BMP-2 mit und ohne HDI 
 
Photolinie C1s O1s N1s S2p 
EB in eV 285,0 286,5 288,3 289,1 532,2 400,0 164,0 
Strukturelement C-C C-O C-N N-C=O 
O-C=O 
N-C(O)-N O-C N-C S-S 
Titan/A-PPX 
in Atom-% 85,0 6,8 - - 2,6 5,6 - 
Titan/A-PPX/HDI 
hydr. in Atom-% 73,6 7,7 - 2,6 8,4 7,7 - 
Titan/A-PPX/HDI/ 
BMP-2 in Atom-% 53,6 11,7 6,3 2,1 13,9 11,8 0,6 
 
Bei der HDI-aktivierten und hydrolysierten Probe steigt der Stickstoffstoffgehalt infolge der 
Kopplung des bifunktionellen Kopplungsreagenzes von 5,6 Atom-% bei Titan/A-PPX auf 
7,7 Atom-%, der Sauerstoffgehalt ist von 2,6 auf 8,4 Atom-% erhöht. Während der Anteil des an 
Stickstoff oder Sauerstoff gebundenen Kohlenstoffs (C-N, C-O) mit 7,7 Atom-% im hochauf-
gelösten C1s-Spektrum im Vergleich zur A-PPX-Oberfläche (6,8 Atom-%) nur geringfügig 
höher ist, wird mit 2,6 Atom-% bei 289,1 eV ein Peak detektiert, der der Harnstoffbindung 
(N-C(O)-N) zwischen Oberfläche und HDI zuzuordnen ist. 
Nach der Immobilisierung des BMP-2 werden größere Stickstoff- und Sauerstoffanteile sowie 
stärkere Anteile der höherenergetischen, an Sauerstoff oder Stickstoff gebundenen Kohlenstoff-
spezies im C1s-Spektrum (C-N und C-O) als an Titan/A-PPX/HDI hydr. gemessen. Der Anteil 
des an Kohlenstoff gebundenen Kohlenstoffs bei 285,0 eV hingegen ist geringer als vor der 
Immobilisierung. Der mit 6,3 Atom-% bestimmte zusätzliche Peak bei 288,3 eV beruht auf 
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Kohlenstoffatomen aus Amidbindungen. Die Steigerung des Stickstoff- und des Sauerstoff-
anteils, insbesondere die Einführung des Amid-Peaks im C1s-Spektrum, belegen die Anwesen-
heit des gebundenen BMP-2. Ein weiterer Hinweis auf das gebundene Protein besteht in der 
Schwefel-Photolinie bei 164,0 eV, die nach der Kopplung des BMP-2 mit 0,6 Atom-% detektiert 
wird und auf Disulfidbrücken innerhalb des Proteins zurückzuführen ist. 
 
In Tab. 19 ist die Elementzusammensetzung der silanisierten Titanoberflächen vor und nach der 
Kopplung des BMP-2 mit HDI dargestellt. 
 
Tab. 19: Mittels XPS bestimmte Elementzusammensetzung von mit APTES silanisierten 
Titanoberflächen vor und nach der Immobilisierung von BMP-2 mit HDI 
 
Photolinie C1s Ti2p Si2p O1s N1s S2p 
EB in eV 285,0 286,5 288,3 289,1 458,2 102,2 532,2 400,0 164,0 
Strukturelement C-C C-Si 
C-O 
C-N 
N-
C=O 
O-C=O 
N-C(O)-N TiO2 
C-
SiO3 
TiO2 
O-Si 
O-C 
N-C S-S 
Titan/APTES 
in Atom-% 33,1 9,2 2,0 2,2 8,0 3,8 37,9 3,8 - 
Titan/APTES/HDI 
hydr. in Atom-% 36,3 10,7 2,1 4,3 6,0 3,4 29,3 7,9 - 
Titan/APTES/HDI/ 
BMP-2 in Atom-% 36,9 14,1 6,4 3,2 1,7 2,9 22,0 12,5 0,3 
 
Der steigende Stickstoffgehalt, die Anwesenheit des Schwefels und der stärkere Amid-Peak in 
dem hochaufgelösten C1s-Spektrum weisen auf das Vorhandensein des BMP-2 hin. Infolge der 
Proteinkopplung sinken der Titan- und der Sauerstoffgehalt. Dieses ist dadurch zu erklären, dass 
weniger Titandioxid erfasst wird. Im hochaufgelösten C1s-Spektrum steigen im Gegensatz zu 
den CVD-beschichteten Proben alle Kohlenstoff-Peaks bis auf den Harnstoff-Peak bei 289,1 eV 
an. Dieses liegt in der unterschiedlichen Dicke von CVD- und Silanschicht begründet. Während 
das A-PPX 100% der von der XPS erfassten Informationstiefe, also ca. 6 nm, einnimmt, trägt 
die APTES-Schicht nur einen geringeren Teil dazu bei. In diesem Fall führen die gebundenen 
Proteine zu einer Erhöhung des Kohlenstoffgehalts. 
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Abb. 41 zeigt die re-dissolution MALDI-TOF-Massenspektren von BMP-2, das auf CVD-be-
schichteten Titanoberflächen mit oder ohne HDI-Aktivierung gebunden ist. 
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Abb. 41: Surface-MALDI-TOF-Massenspektren von BMP-2 nach Immobilisierung an mit 
A-PPX beschichteten Titanoberflächen mit und ohne HDI-Aktivierung (re-
dissolution-Präparation mit SA in TA) 
 
Nur die Probe ohne HDI-Aktivierung zeigt die Molekül-Peaks des BMP-2 bei m/z 13.000 und 
26.000. Das bedeutet, dass das Protein durch den Waschvorgang nicht vollständig von dieser 
Oberfläche entfernt wurde und ein Teil adsorptiv gebunden zurückbleibt. Dieser nur schwach 
gebundene Anteil kann durch die Laserenergie des MALDI-TOF-Massenspektrometers desor-
biert, ionisiert und schließlich detektiert werden. In dem Massenspektrum der HDI-aktivierten 
Probe hingegen werden die BMP-2-Peaks nicht gefunden. In diesem Fall reicht die Laserenergie 
nicht dazu aus, die Bindung des Biomoleküls an die Oberfläche zu lösen. Die Kombination 
dieser Ergebnisse mit dem qualitativen Nachweis des gebundnen BMP-2 durch XPS ist ein 
eindeutiger Hinweis auf die kovalente Immobilisierung an der funktionalisierten Titanoberfläche 
durch das Kopplungsreagenz HDI. 
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In Abb. 42 sind die re-dissolution MALDI-TOF-Massenspektren von BMP-2 dargestellt, das mit 
und ohne HDI-Aktivierung an den silanisierten Titanproben gebunden ist. 
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Abb. 42: Surface-MALDI-TOF-Massenspektren von BMP-2 nach Immobilisierung an mit 
APTES silanisierten Titanoberflächen mit und ohne HDI-Aktivierung (re-dissolution-
Präparation mit SA in TA) 
 
Das Auftreten der Massen-Peaks der Molekülionen bei der nicht aktivierten Probe spricht hier 
ebenfalls für den adsorptiven Bindungscharakter, während das mit HDI kovalent gebundene 
BMP-2 kein Signal im Massenspektrum erzeugt. In Verbindung mit dem qualitativen Nachweis 
des gebundenen BMP-2 an der HDI-aktivierten Probe belegen die Massenspektren den kovalen-
ten Bindungscharakter des Proteins. 
 
Theoretisch sollte dieses Verfahren zur Untersuchung des Bindungscharakters eines oberflä-
chengebundenen Moleküls auch für das GRGDS-Peptid anwendbar sein. Das sehr kleine Peptid 
mit einer relativen Molekülmasse mr von 490,5 lässt sich nach re-dissolution-Präparation mit 
α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (CCA) in TA auf einem Edelstahlträger als Peak bei m/z 491,4 
detektieren, welcher dem protonierten, monoisotopischen Molekülion [M+H]+ (m/ztheor. = 491,2) 
zugeordnet werden kann. Das Spektrum ist in Abb. A9 im Anhang dargestellt. Außerdem sind 
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Peaks bei m/z 513,3 und 529,3 vorhanden, die von der Ionisierung des Moleküls durch ein 
Natrium- bzw. Kalium-Kation hervorgerufen werden. MALDI-TOF-Massenspektren des Peptids 
nach Immobilisierung an den CVD-beschichteten und silanisierten Titanoberflächen weisen 
diesen Peak jedoch nicht auf. GRGDS lässt sich nicht einmal auf den Proben nachweisen, die 
nicht mit HDI aktiviert wurden, an denen das Peptid also ausschließlich adsorptiv gebunden ist. 
Ein Grund dafür könnte die zu geringe Konzentration des Analytmoleküls an der Proben-
oberfläche sein. 
 
Zur Bestimmung der Detektionsgrenze der MALDI-TOF-MS für oberflächengebundenes 
GRGDS wird in Anlehnung an Kinsel et al. eine Verdünnungsreihe durchgeführt288. Diese 
korrelieren die Intensität von MALDI-TOF-MS-Peaks von adsorbiertem Angiotensin I mit den 
durch radioaktive Markierung bestimmten Peptidbelegungen an einer Polymeroberfläche. Für 
die Verdünnungsreihe werden Peptid-Lösungen verschiedener Konzentrationen im Bereich von 
100 ng/ml bis 1 mg/ml hergestellt. Jeweils 0,5 µl dieser Lösung werden auf eine runde Fläche 
mit einem Durchmesser von 1 mm aufgebracht und nach re-dissolution-Präparation mit CCA in 
TA im MALDI-TOF-Massenspektrometer analysiert. Aus der aufgetragenen Stoffmenge und der 
benetzten Fläche lässt sich unter der Voraussetzung einer gleichmäßigen Verteilung der 
Analytmoleküle im untersuchten Bereich die Oberflächenkonzentration berechnen. 
 
Um die erhaltene Nachweisgrenze mit den Oberflächenkonzentrationen, die mit radioaktiver 
Markierung ermittelt wurden, vergleichen zu können, wird die Verdünnungsreihe mit YRGDS 
(mr 596,7) durchgeführt, welches bei der Markierung mit radioaktivem Iod eingesetzt wurde. 
Das Referenz-MALDI-TOF-Massenspektrum von YRGDS nach re-dissolution-Präparation mit 
CCA in TA auf einem Edelstahlträger ist in Abb. A10 im Anhang wiedergegeben. Der in-
tensivste Peak bei m/z 597,2 ist dem protonierten, monoisotopischen Molekülion [M+H]+ 
(m/ztheor. = 597,3) zuzuordnen. Darüber hinaus treten zwei schwache Peaks bei m/z 619,2 und 
635,1 auf, die auf die Ionisierung durch ein Natrium- bzw. Kalium-Kation zurückzuführen sind. 
 
Die Verdünnungsreihe wird auf einem Edelstahlprobenträger durchgeführt, bei dem begrenzte 
Kreisflächen mit einem Durchmesser von 1 mm eingeprägt sind. Die massenspektrometrische 
Analyse ergibt, dass YRGDS an der Oberfläche detektiert wird, wenn die Konzentration der 
aufgegebenen Lösung mindestens 1 µg/ml beträgt. Dieses entspricht einer Oberflächenkonzen-
tration von mindestens 64 ng/cm². Eine Oberflächenkonzentration von 6,4 ng/cm², welche durch 
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Präparation einer Lösung der Konzentration 100 ng/ml hervorgerufen wird, liefert im MALDI-
TOF-Massenspektrum keinen Peak mehr. Die gleiche YRGDS-Detektionsgrenze ergibt sich 
auch an unmodifizierten sowie an mit A-PPX beschichteten und mit APTES silanisierten Titan-
oberflächen. 
 
Die surface-MALDI-TOF-Massenspektren nach Adsorption bzw. kovalenter Immobilisierung 
des YRGDS-Peptids an Titan, CVD-beschichteten und silanisierten Titanoberflächen enthalten 
keine Peaks. Das Peptid ist an keiner der untersuchten Titanoberflächen nachweisbar. 
Beim Vergleich mit den Ergebnissen der radioaktiven Markierung (siehe Kap. 5.5.3) wird 
deutlich, dass die Oberflächenkonzentration des Peptids an den drei untersuchten Titanproben 
ohne HDI-Aktivierung mit 6 bis 13 ng/cm² unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Lediglich nach 
der HDI-Aktivierung werden mit 137 ng/cm² für die CVD-beschichtete und 82 ng/cm² für die 
silanisierte Titanprobe Oberflächenkonzentrationen erreicht, die im MALDI-TOF-MS nachweis-
bar wären. Da es sich hierbei jedoch um kovalent gebundenes Peptid handelt, wird auch in den 
Spektren dieser Proben kein Peak detektiert. 
 
5.6 Untersuchung der in vitro Biokompatibilität der modifizierten Titanoberflächen 
Nach der in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen physikalischen und chemischen 
Charakterisierung erfolgt die biologische Testung der modifizierten Titanoberflächen anhand 
von in vitro Zellkulturversuchen. Die Zellkultur kann gemäß EN 30993-1 als initiale Prüf-
methode betrachtet werden, die einen Hinweis auf die kurzfristige Reaktion der Zellen nach 
Applikation des Materials im Zielgewebe gibt. Sie erlaubt es, nach bestimmten Methoden die 
Vitalität der Zellen als entscheidendes Reaktionskriterium auf die Applikation einer Test-
substanz zu bestimmen. Außerdem ermöglichen Zellkulturen kontrollierte Testverhältnisse wie 
das physikalisch-chemische Milieu und die physiologischen Bedingungen, wodurch eine relativ 
hohe statistische Genauigkeit erreicht wird. Allerdings muss berücksichtigt werden, dass in vitro 
Biokompatibilitätstests nur die zelluläre Reaktion ohne Einflussnahme des Gesamtorganismus 
erfassen und somit die Ergebnisse nicht unmittelbar auf das in vivo Verhalten übertragen werden 
können. 
Wegen der vorwiegenden Anwendung des Titans im Knochenkontakt bieten sich Zellversuche 
mit Knochenzellen an. Es werden daher Kurzzeittests nach 24-stündiger Inkubation mit primä-
ren Osteoblasten in direktem Kontakt zu den modifizierten Titanproben durchgeführt. Die Un-
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tersuchung umfasst sowohl Vitalitätstests als auch die Bestimmung des Proliferationsverhaltens 
der anheftenden Zellen. Als Referenzoberfläche wird Thermanox®, ein zellverträgliches, ober-
flächenmodifiziertes Polyethylenterephthalat, eingesetzt. Beide Testverfahren erfolgen in Drei-
fachbestimmung. 
Für die Zellversuche werden wegen der hohen immobilisierten Wirkstoffmengen die mit A-PPX 
beschichteten Titanproben ausgewählt. Untersucht wird die Zellreaktion auf unmodifizierte, 
CVD-beschichtete und CVD-beschichtete Titanoberflächen, an denen die drei Wirkstoffe zum 
einen adsorptiv und zum anderen nach HDI-Aktivierung kovalent gebunden sind. 
 
5.6.1 Untersuchung der Vitalität von primären humanen Osteoblasten 
Die Vitalität der Osteoblasten wird anhand ihrer Membranintegrität durch Fluoreszenzfärbung 
mit Fluoreszeindiacetat/Ethidiumbromid bewertet289. Fluoreszeindiacetat kann die Zellmembran 
vitaler Zellen penetrieren, ohne die Zelle zu zerstören. Es wird von den Enzymen des Zyto-
plasmas zu Fluoreszein hydrolysiert, welches aufgrund seiner Polarität die Zellmembran nicht 
wieder passieren kann290. Vitale Zellen fluoreszieren daher bei einer Wellenlänge von 510 nm 
grün, abgestorbene dagegen nicht. Außerdem wird die Zellkultur mit dem Farbstoff Ethidium-
bromid versetzt, der von lebenden Zellen nur langsam aufgenommen wird291. Bei toten Zellen 
hingegen erfolgt infolge der erhöhten Membranpermeabilität die Aufnahme schneller. Der 
Farbstoff schiebt sich komplexierend zwischen benachbarte Basenpaare der Doppelhelices der 
DNS (Interkalationskomplex). Die Kerne abgestorbener Zellen zeigen daher eine rote Fluores-
zenz. Neben der Vitalität ermöglicht der Test auch eine Beurteilung der Morphologie der 
adhärierenden Zellen. 
Die ausgewählten Bilder sind repräsentativ für die gesamte untersuchte Probenoberfläche. Bei 
keiner der untersuchten Oberflächen werden rot gefärbte, abgestorbene Zellen beobachtet; auf 
allen Proben liegen ausschließlich grün gefärbte, vitale Osteoblasten vor. Die Oberflächenmo-
difizierungen haben folglich innerhalb des Untersuchungszeitraums von 24 h keinen toxischen 
Effekt auf primäre Knochenzellen. 
 
In Abb. 43 sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von angefärbten Osteoblasten nach 
24-stündigem Kontakt mit der Referenzoberfläche Thermanox® sowie einer gereinigten Titan 
oberfläche dargestellt. 
 
Ausrüstung von Titanoberflächen mit bioaktiven Substanzen 135 
 
  
Negativkontrolle Thermanox® Titan gereinigt 
  
Abb. 43: Vitalität von Osteoblasten nach 24-stündigem Kontakt mit der Referenzoberfläche 
Thermanox® und einer gereinigten Titanoberfläche (200-fache Vergrößerung, der ein-
getragene Maßstab beträgt 100 µm) 
 
Die Osteoblasten zeigen auf der Referenzoberfläche ihr typisches Erscheinungsbild: die Zellen 
sind regelmäßig verteilt und weisen eine ausgebreitete Struktur mit spindelförmigen Fortsätzen 
auf. Im Gegensatz dazu erscheinen sie auf der gereinigten Titanoberfläche deutlich komprimiert 
und abgekugelt. Die Oberfläche ist zwar nicht toxisch für die Osteoblasten, jedoch für die Ad-
häsion und Ausbreitung der Zellen nicht förderlich. 
 
Abb. 44 zeigt die auf einer mit A-PPX beschichteten Titanoberfläche kultivierten Knochen-
zellen. 
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Abb. 44: Vitalität von Osteoblasten nach 24-stündigem Kontakt mit einer A-PPX beschichteten 
Titanoberfläche (200-fache Vergrößerung, der eingetragene Maßstab beträgt 100 µm) 
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Mit Ausnahme einer langgestreckten Zelle in der Mitte des Bildes haben die Osteoblasten 
ähnlich wie auf der gereinigten Titanoberfläche eine zusammengezogene Struktur, einige sind 
abgekugelt. Es ist ebenfalls keine Neigung zur Ausbreitung der anheftenden Zellen zu beobach-
ten. 
 
In Abb. 45 sind die Zellbilder nach Kontakt mit A-PPX beschichteten Titanoberflächen zusam-
mengefasst, an denen die Zelladhäsionsmediatoren Fibronektin und GRGDS adsorptiv bzw. 
kovalent immobilisiert wurden. 
 
  
Titan/A-PPX/Fn Titan/A-PPX/HDI/Fn 
  
  
Titan/A-PPX/GRGDS Titan/A-PPX/HDI/GRGDS 
  
Abb. 45: Vitalität von Osteoblasten nach 24-stündigem Kontakt mit einer A-PPX beschichteten 
Titanoberfläche nach der Immobilisierung von Fibronektin bzw. GRGDS mit und 
ohne HDI-Aktivierung (200-fache Vergrößerung, der eingetragene Maßstab beträgt 
100 µm) 
 
Der zelladhäsionsfördernde Einfluss sowohl des Fibronektins als auch des RGD-Peptids ist 
deutlich erkennbar. Alle vier bioaktiv ausgerüsteten Oberflächen zeigen im Vergleich zum Ther-
100 µm 100 µm 
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manox®, zum unbehandelten und zum CVD-beschichteten Titan eine starke Veränderung der 
Zellmorphologie und der von den Zellen belegten Fläche. Schon nach 24 h sind die Osteoblasten 
viel stärker ausgebreitet und stehen in unmittelbarem Kontakt miteinander. Dabei ist kein Unter-
schied zwischen adsorptiv und kovalent gebundenen Wirkstoffen feststellbar. Beide Immobili-
sierungsmethoden erfolgen demnach unter Erhalt der biologischen Aktivität. Ein Effekt auf-
grund des unterschiedlichen Bindungscharakters macht sich voraussichtlich erst nach längerer 
Inkubationszeit bemerkbar, wenn das adsorptiv gebundene Fibronektin bzw. das GRGDS durch 
das Kulturmedium abgelöst oder durch andere im Medium enthaltene Proteine ersetzt (Vroman-
Effekt) wird. Zelltests von Niedhart et al. mit Extrakten von Titanoberflächen, an denen das 
GRGDS nur adsorptiv gebunden war, führten zwar zu einer gesteigerten Zellproliferation, die 
Adhäsion an der Zellkulturmaterialoberfläche war jedoch aufgrund der Absättigung der Integrine 
mit dem gelösten RGD-Peptid stark inhibiert292. 
 
In Abb. 46 sind die Zellbilder von CVD-beschichteten Titanoberflächen dargestellt, die adsorp-
tiv oder kovalent mit BMP-2 ausgerüstet sind. 
 
  
Titan/A-PPX/BMP-2 Titan/A-PPX/HDI/BMP-2 
  
Abb. 46: Vitalität von Osteoblasten nach 24-stündigem Kontakt mit einer A-PPX beschichteten 
Titanoberfläche nach der Immobilisierung von BMP-2 mit und ohne HDI-Aktivierung 
(200-fache Vergrößerung, der eingetragene Maßstab beträgt 100 µm) 
 
Wie bei den Zelladhäsionsmediatoren wird das spreading der Osteoblasten auch durch den 
Wachstumsfaktor eindeutig stimuliert. Im Gegensatz zu den mit Fibronektin und GRGDS 
ausgerüsteten Proben unterscheiden sich hier die Osteoblasten in ihrer Morphologie auf den 
Titanproben mit adsorptiv und kovalent gebundenem BMP-2. Während die meisten Osteoblas-
ten auf der Probe Titan/A-PPX/BMP-2 vergrößert und ausgebreitet sind, liegen auf der Probe 
100 µm 100 µm 
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Titan/A-PPX/HDI/BMP-2 neben wenig ausgebreiteten Zellen noch einige sehr stark spreitende 
Osteoblasten vor. Das spreading dieser Zellen geht über das bei den Zelladhäsionsmediatoren 
beobachtete Maß hinaus. 
 
5.6.2 Untersuchung der Proliferation von primären humanen Osteoblasten 
Als Maß für die Zellproliferation dient häufig die Bestimmung der DNS-Syntheseleistung der 
Zellen, die durch in die DNS inkorporiertes 5-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU) als Thymidin-
analogon nachgewiesen werden kann293. Die Menge des eingebauten BrdU wird durch ELISA 
mit einem hochspezifischen Antikörper bestimmt, der wiederum mit einer Peroxidase gekoppelt 
ist. Die nachfolgende Inkubation mit einer Substratlösung erlaubt schließlich die photometrische 
Bestimmung der enzymatischen Aktivität. 
 
In Abb. 47 ist die durch ELISA ermittelte relative OD als Indikator für die in die DNS 
eingebaute BrdU-Menge und damit für die Zellproliferation dargestellt. Die DNS-Synthese-
leistung der Osteoblasten auf der Referenzoberfläche Thermanox® wird als 100% definiert. 
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Abb. 47: Zellproliferation von Osteoblasten nach 24-stündigem Kontakt mit einer gereinigten 
und modifizierten Titanoberflächen relativ zur Referenzoberfläche Thermanox®, er-
mittelt durch ELISA (Dreifachbestimmung) 
 
Auf der gereinigten Titanoberfläche ist die Proliferation mit 43% im Vergleich zu Thermanox® 
stark eingeschränkt. Alle untersuchten Oberflächenmodifizierungen führen zu einer höheren 
BrdU-Inkorporation als an dem unmodifizierten Titan. An der mit A-PPX beschichteten Titan-
oberfläche wird eine der Referenz vergleichbare Zellproliferation (98%) beobachtet. Die 
Immobilisierung von Fibronektin steigert die DNS-Syntheseleistung geringfügig auf 119 
(Titan/A-PPX/Fn) bzw. 106% (Titan/A-PPX/HDI/Fn). Adsorptiv gebundenes GRGDS führt mit 
59% zu der geringsten Zellproliferation an allen beschichteten Titanoberflächen, wohingegen 
das kovalent gebundene RGD-Peptid mit 88% die Osteoblasten zu einer ähnlich starken 
Proliferation stimuliert wie auf der CVD-beschichteten Titanoberfläche. Im Falle des via HDI 
gebundenen BMP-2 ist die DNS-Syntheseleistung mit 113% ausgeprägter als bei der Referenz 
und vergleichbar mit den mit Fibronektin beschichteten Proben. 
Bei den mit Fibronektin ausgerüsteten Titanoberflächen besteht in Bezug auf die Zellprolifera-
tion kein signifikanter Unterschied zwischen dem adsorptiven und dem kovalenten Immobilisie-
rungsverfahren. Dieser wird jedoch an den mit GRGDS und BMP-2 behandelten Proben beob-
achtet. Bei diesen beiden Wirkstoffen wird nach der kovalenten Kopplung mit HDI eine 
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gesteigerte Zellproliferation im Vergleich zur rein adsorptiven Bindung gemessen. Dieses ist als 
Hinweis auf den positiven Einfluss der kovalenten Immobilisierung auf das Zellwachstum der 
Osteoblasten zu werten. 
Wie bei den Vitalitätstests ist auch bei den Untersuchungen zur Zellproliferation erst bei 
längeren Inkubationszeiten mit stärkeren Effekten zu rechnen. Dieses wird in einer Studie von 
Klee et al. deutlich, die die Proliferation von primären Osteoblasten auf mit A-PPX beschich-
teten Polyvinylidenfluorid-Oberflächen untersuchten, an denen Fibronektin entweder adsorptiv 
oder kovalent immobilisiert wurde294. Während nach zwei Tagen die Osteoblasten auf der 
Oberfläche mit kovalent gebundenem Fibronektin nur geringfügig stärker proliferierten als an 
der mit adsorptiv gebundenem Fibronektin, zeigte sich nach acht Tagen eine dreifach höhere 
Zellproliferation. 
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6 Experimenteller Teil 
6.1 Analytische Methoden 
6.1.1 Kontaktwinkelmessung 
Die Kontaktwinkelmessungen nach der sessile drop und der captive bubble Methode wurden mit 
einem Goniometer G 40 der Firma Krüss (Hamburg) durchgeführt. Bei der Messung nach der 
captive bubble Methode wurden die Proben zuvor 24 h lang in Reinstwasser konditioniert. Pro 
Probensorte wurden 3 Stichproben untersucht. Dazu wurden 10 ca. 0,5 µl große Reinstwasser-
tropfen bzw. Luftblasen bei Raumtemperatur auf bzw. unterhalb der Oberfläche positioniert, 
vermessen und statistisch ausgewertet. 
 
6.1.2 Röntgenphotoelektronenspektroskopie 
Die XPS-Messungen wurden mit einem X-Probe-Spektrometer Modell 206 der Firma Surface 
Science Instruments (Mountain View, USA) durchgeführt. Zur Aufnahme der Spektren wurden 
die Proben mit monochromatischer Al-Kα1,2-Strahlung (1486,6 eV, Halbwertsbreite 0,85 eV) 
mit einer Gesamtleistung von 175 W angeregt. Durch extern zugeführte, niedrigenergetische 
Elektronen (4 bis 24 eV) in Verbindung mit einem Nickelnetz oberhalb der Probe (Abstand ca. 
2 mm) wurde die positive Aufladung der Proben kompensiert und auch bei nichtleitenden, 
inhomogenen Oberflächen ein einheitliches Oberflächenpotential erzeugt. Die Aufladungs-
korrektur der Spektren erfolgte über die C1s-Photolinie des aliphatischen Kohlenstoffs, dessen 
Bindungsenergielage auf 285,0 eV festgelegt wurde. Die spektrale Auflösung, d.h. die an einer 
Goldprobe bestimmte Halbwertsbreite der Au 4f7/2-Photolinie, betrug bei der Aufnahme von 
Übersichtsspektren 1,55 eV, bei den Elementspektren 0,90 eV. Die Elementzusammensetzung 
wird in Atom-% angegeben, wobei zu berücksichtigen ist, dass diese Methode nur Elemente mit 
einer Ordnungszahl Z > 2 nachweist. Wasserstoff und Helium werden aus diesem Grund nicht 
erfasst und bei der Elementzusammensetzung nicht berücksichtigt. 
Bei Standardmessungen mit einem Winkel zwischen Probennormaler und Sammellinse von 55° 
betrug die Informationstiefe ca. 6 nm. 
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Die Proben wurden vor der Messung 24 h im Hochvakuum gelagert, um flüchtige Substanzen 
von der Probenoberfläche zu entfernen. Auf einem Teil der Oberflächen befinden sich dennoch 
als Verunreinigung geringe Mengen an Siloxanverbindungen (BE des Siliciums 102,4 eV). Bei 
Proben, die theoretisch kein Silicium enthalten, bei denen aber Silicium im XPS-Spektrum 
detektiert wurde, wurde eine Korrektur um den entsprechenden Anteil an Polydimethylsiloxan 
durchgeführt. 
 
6.1.3 Rasterkraftmikroskopie 
Die rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem AFM Extended Multimode 
NanoScope III der Firma Digital Instruments (Santa Barbara, USA) durchgeführt. Zur Messung 
der Oberflächentopographie wurden die Proben im tapping-mode im trockenen Zustand an der 
Luft oder im tapping in fluid mode in einer Flüssigkeitsmesszelle in Reinstwasser mit einer 
Siliciumspitze (Länge 425 µm, Federkonstante 0,02 bis 0,61 N/cm, Frequenz ca. 40 kHz) 
abgetastet. Die erhaltenen Messdaten wurden mit der Software NanoScope III 4.20 der Firma 
Digital Instruments erfasst und in eine entsprechende dreidimensionale Abbildung umgewandelt. 
Die Auflösung betrug jeweils 256 x 256 Bildpunkte. Die Messung der Oberflächenrauhigkeit 
erfolgte an jeweils 5 Profilen von 20 µm x 20 µm Aufnahmen. 
 
6.1.4 Rasterelektronenmikroskopie 
Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Rasterelektronenmikroskop 
S 360 der Firma LEO Elektronenmikroskopie (Oberkochen) bei einer Beschleunigungsspannung 
von 15 kV angefertigt. Dazu wurden die Proben mit doppelseitigem Klebeband der Firma Plano 
(Marburg) auf dem Probenteller befestigt und mit einem Sputtergerät S 150 B der Firma 
Edwards (Marburg) mit Gold bedampft (Schichtdicke ca. 30 nm). 
 
6.1.5 Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie 
Alle LDI- und MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem BRUKER BIFLEX III MALDI-
Flugzeit-Massenspektrometer der Firma Bruker-Franzen Analytik (Bremen) aufgenommen, das 
mit einer SCOUT-Ionenquelle, einem Ionenspiegel (Reflektron) und Standard-micro-channel-
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plate-Detektoren ausgerüstet ist. Die Anregung erfolgte über einen Stickstofflaser mit einer 
Wellenlänge von 337 nm und einer Pulsdauer von 3 ns. Der Druck im Massenanalysator betrug 
ca. 2⋅10-7 mbar. Die Beschleunigungsspannung lag bei 20 kV. Zur gitterlos verzögerten 
Ionenextraktion (gridless delayed extraction) wurde ein Potentialunterschied von 6 kV mit 
einem Zeitverzug von 150 bis 200 ns nach jedem Laserimpuls zwischen die Ionenquelle und die 
Extraktionslinse gelegt. Bei einigen Spektren wurden Ionen kleinerer Masse durch ein gepulstes 
Feld ausgeblendet. Die dargestellten Massenspektren zeigen die Summe der von 100 bis 250 
Laserimpulsen erzeugten Ionensignale. Zur externen Kalibrierung der Massen wurden Standards 
der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) unter gleichen Desorptions- und Ionisierungsbedingun-
gen, d.h. bei gleichen Geräteparametern vermessen. 
 
6.1.6 Kernresonanzspektroskopie 
Die NMR-Spektren wurden am Institut für Organische Chemie der RWTH Aachen mit einem 
Varian VXR 300 (300 MHz 1H-NMR und 75 MHz 13C-NMR) bzw. einem Inova 400 (400 MHz 
1H-NMR und 100 MHz 13C-NMR) der Firma Varian (Darmstadt) gemessen. Die angegebenen 
chemischen Verschiebungen beziehen sich stets auf Tetramethylsilan als Standard und wurden 
in ppm angegeben. Als Lösungsmittel wurde deuteriertes Chloroform verwendet. 
 
6.1.7 Infrarotspektroskopie 
Die IR-Messungen an Kaliumbromidpresslingen wurden mit einem FTIR-Spektrometer 710 der 
Firma Nicolet (Offenbach) durchgeführt. 
Die IR-Spektren in abgeschwächter Totalreflexion wurden mit einem FTIR-Spektrometer 60 
SXR der Firma Nicolet mit einem Germaniumkristall als Reflexionselement aufgenommen. Der 
Einstrahlwinkel betrug 45°, die Spiegelgeschwindigkeit 3,2 mm/s. 
 
6.1.8 Elementaranalysen 
Die Elementaranalysen wurden am Institut für Organische Chemie der RWTH Aachen mit 
einem Vario EL der Firma Elementar Analysensysteme (Hanau) durchgeführt. 
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6.1.9 Chromatographische Methoden 
Dünnschichtchromatographie 
Die dünnschichtchromatographische Reaktionskontrolle erfolgte auf DC-Alufolien Kieselgel 
F254 mit Fluoreszensindikator der Firma Merck (Darmstadt). Die UV-aktiven Verbindungen 
wurden mit einer UV-Lampe (254 nm) detektiert. 
 
Präparative Säulenchromatographie 
Zur Chromatographie wurde Kieselgel 60, 0,062 bis 0,100 mm, der Firma Merck verwendet. 
 
Gaschromatographie 
Die gaschromatographischen Trennungen wurden am Institut für Organische Chemie der RWTH 
Aachen mit einem Varian GC 3800 der Firma Varian an einer CP-Sil-8 Säule (30 m, ID 0,32, 
df 0,25) durchgeführt. Die Signaldetektion erfolgte mit einem Flammenionisationsdetektor. 
 
6.2 Materialien 
Als Glasoberflächen wurden runde Deckgläser „Superior“ der Firma Marienfeld (Lauda-Königs-
hofen) eingesetzt. Es handelte sich hierbei um reinweißes Glas der hydrolytischen Klasse 1, 
dessen Zusammensetzung vom Hersteller mit 64,1 Mol-% SiO2, 8,4 Mol-% B2O3, 4,2 Mol-% 
Al2O3, 6,4 Mol-% Na2O, 6,9 mol-% K2O 5,9 Mol-% ZnO, 4,0 Mol-% TiO2 und 0,1 Mol-% 
Sb2O3 angegeben wird. Die Proben waren ca. 0,15 mm dick geschnitten und wurden in Abhän-
gigkeit von den Versuchsanforderungen mit einem Durchmesser von 15 oder 24 mm verwendet. 
 
Als Titanoberflächen dienten Proben aus der handelsüblichen Legierung Ti6Al4V, die aus 
Schmiedematerialien hergestellt wurden. Proben mit einem Durchmesser von 10 bzw. 15 mm 
wurden von der Firma Goodfellow (Bad Nauheim) bezogen. Für die Zelltests mit Osteoblasten 
wurden Proben der gleichen Legierung nach ISO 5852-3 mit einem Durchmesser von 24 mm 
von der Firma Aesculap (Tuttlingen) zur Verfügung gestellt. Alle Proben wurden aus Schmiede-
materialien durch spanende Bearbeitung hergestellt. 
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6.3 Lösungsmittel und Reagenzien 
Falls nicht anders angegeben, wurden alle Lösungsmittel und Reagenzien in p.a. Qualität 
eingesetzt und von den Firmen Fluka (Deisenhofen), Sigma-Aldrich oder Merck bezogen. 
 
Lösungsmittel 
- Absolutiertes Tetrahydrofuran wurde durch Sieden über Kalium und Destillation über eine 
1 m Füllkörperkolonne unter Argonatmosphäre hergestellt. 
-  Trockenes Toluol und trockener Diethylether über Molekularsieb wurden von der Firma 
Fluka bezogen. 
-  Reinstwasser (bidestilliertes Wasser) wurde durch Filtration von entmineralisiertem Wasser 
mit einer Anlage Purelab Plus der Firma USF Elga (Bucks, Großbritannien) erhalten. 
 
Puffer 
- PBS: Eine Lösung aus 0,01 mol Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat, 0,14 mol Natrium-
chlorid und 0,01 mol Kaliumchlorid in einem Liter entgastem Reinstwasser wurde mit 
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat auf pH 7,4 eingestellt, oder es wurde ein Päckchen 
PBS der Firma Sigma-Aldrich in einem Liter entgasten Reinstwasser aufgelöst. 
- Blockpuffer-Konzentrat: In 90 ml PBS wurden 10 g Rinderserumalbumin (bovine serum 
albumin, BSA) gelöst. 
- Blockpuffer: Es wurde eine Mischung von 50 ml Blockpuffer-Konzentrat und 450 ml PBS 
hergestellt. 
- Waschpuffer: Der Inhalt einer 10 ml Ampulle Surfact-Amps 20 (10%ige wässrige Lösung 
von Tween 20) der Firma Pierce Perbio Science (Bonn) und 20 ml Blockpuffer-Konzentrat 
wurden mit PBS auf ein Volumen von zwei Litern aufgefüllt. 
- Natriumhydrogencarbonat-Puffer: Es wurde eine 0,1 M Lösung von Natriumhydrogen-
carbonat in entgastem Reinstwasser hergestellt und mit 0,1 N Natronlauge auf pH 8,4 
eingestellt. 
- ABTS-Puffer: 60 mmol Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat, 40 mmol Zitronensäure und 
3,25 mmol Natriumperborat Tetrahydrat in einem Liter Reinstwasser ergaben einen Puffer 
von pH 4,5. 
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Alle Puffermedien wurden wegen des Verzichts auf antimikrobielle Zusätze bei 4°C gelagert 
und innerhalb von vier Wochen verwendet. 
 
Spezielle Reagenzien 
- APTES kam in einer Reinheit von 99% von Fluka. 
- PEI mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 25.000 wurde bei der Firma Sigma-
Aldrich in Form einer 50%igen wässrigen Lösung (w/w) erworben. 
- M-PEG-Ald mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 5.000 wurde von der Firma 
Shearwater Polymers (Huntsville, USA) bezogen. 
- M-PEG mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 5.000, 3-Isocyanatopropyl-triethoxy-
silan und Dibutylzinndilaurat zur Herstellung des M-PEG-Silans waren Produkte der Firma 
Fluka. 
- CMD mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 67.300, bei dem jede dritte Glukose-
einheit mit einer Carboxymethylgruppe ausgestattet ist, wurde von Norbert Weiß (RWTH 
Aachen) zur Verfügung gestellt. 
- Das Kopplungsreagenz HDI wurde von der Firma Fluka bezogen. 
- Als Farbsubstrat beim ELISA wurde ABTS der Firma Sigma Immunochemicals (Deisen-
hofen) verwendet. 
- Der Hydrier-Katalysator (10% Palladium auf Aktivkohle) war ein Produkt der Firma Fluka. 
- PFBA zur Derivatisierung der Aminogruppen mit einem Fluormarker wurde von der Firma 
Fluka bezogen. 
 
Proteine/Peptide/Antikörper 
- Humanes Plasmafibronektin wurde von der Firma Boehringer Mannheim (Mannheim) und 
humanes Plasmafibrinogen von der Firma Sigma Immunochemicals bezogen. 
- Entzinktes Schweineinsulin stammte aus einer Schenkung der Firma Höchst, heute Aventis, 
(Frankfurt) an Dr. Jochen Salber (RWTH Aachen). 
- Die RGD-Peptide (GRGDS und YRGDS) wurden von der Firma Bachem (Heidelberg) 
bezogen. 
- Rekombinantes humanes BMP-2 wurde von der Firma Osteogenetics (Würzburg) erworben. 
- Rinderserumalbumin wurde von der Firma Serva (Heidelberg) geliefert. 
- Beim ELISA wurden die primären Antikörper Maus-Anti-Humanfibronektin (mAb-Fn) und 
Maus-Anti-Humanfibrinogen (IgG2a) von Sigma Immunochemicals sowie Maus-Anti-Hu-
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maninsulin (IgG2a) und der sekundäre Antikörper Kaninchen-Anti-Maus-IgG, der mit Meer-
rettichperoxidase konjugiert ist, von der Firma Pierce Perbio Science eingesetzt. 
 
Aliquotierte Protein, Peptid- und Antikörperlösungen (Verdünnungsherstellung mit Reinstwas-
ser) wurden bei -78°C gelagert. 
 
6.4 Verfahren zur Oberflächenfunktionalisierung 
6.4.1 Reinigung von Glas- und Titanoberflächen 
Die Reinigung der Glas- bzw. Titanproben erfolgte unmittelbar vor der Analyse bzw. den je-
weiligen Modifizierungsschritten, um eine erneute Kontamination zu vermeiden. 
 
Die Reinigung der Glasplättchen erfolgte durch 30-minütiges Eintauchen in Piranha-Lösung, 
eine 30%ige (v/v) Lösung von 30%iger Wasserstoffperoxidlösung in konzentrierter Schwefel-
säure. Anschließend wurden die Proben mit Reinstwasser und Ethanol gewaschen und kurz an 
der Luft getrocknet. 
 
Die Titanproben wurden nacheinander jeweils 10 Minuten lang in destilliertem Wasser, Ethanol 
und Hexan im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wurden sie durch eine 15-minütige 
Behandlung in einer 30%igen (v/v) Lösung von 30%iger Wasserstoffperoxidlösung in konzen-
trierter Schwefelsäure gereinigt, mit destilliertem und Reinstwasser gewaschen und an der Luft 
getrocknet. 
 
6.4.2 Silanisierung mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
Die gereinigten Glas- oder Titanproben wurden so in eine Haltevorrichtung in einen Schlenk-
kolben eingelegt, dass die Oberflächen nicht überlappen können. Der Kolben wurde evakuiert, 
mit Stickstoff belüftet, unter Stickstoffatmosphäre mit einer 5%igen (v/v) Lösung von APTES in 
absolutem Toluol befüllt und über Nacht auf 110°C erhitzt. Danach wurden die Proben 
nacheinander mit Toluol und Ethanol gewaschen, 10 Minuten lang bei 110°C im Trocken-
schrank getrocknet und im Exsikkator aufbewahrt. 
148 Experimenteller Teil 
 
6.4.3 Tauchbeschichtung mit Polyethylenimin 
Die gereinigten Glasplättchen wurden 3 h lang bei Raumtemperatur in eine Lösung aus PEI 
(3 mg/ml) in Reinstwasser unter gelegentlichem Rühren eingetaucht. Anschließend wurden sie 
mit Reinstwasser gewaschen, an der Luft getrocknet und im Exsikkator aufbewahrt. Zur 
Untersuchung der Haftung wurden die Elementzusammensetzung und der Kontaktwinkel der 
Plättchen nach 10-minütiger Ultraschallbehandlung in Reinstwasser überprüft. 
 
6.4.4 CVD-Beschichtung mit aminofunktionellen Poly-para-xylylenen 
6.4.4.1 Darstellung von aminosubstituierten [2.2]-para-Cyclophanen 
6.4.4.1.1 Nitrierung von [2.2]-para-Cyclophan 
In einer ausgeheizten Apparatur bestehend aus einem 1000 ml Dreihalskolben mit Rückfluss-
kühler, Stickstoffanschluss und Magnetrührer wurden bei Raumtemperatur 280 ml Methylen-
chlorid vorgelegt und 14 ml (160 mmol) Trifluormethansulfonsäure zugetropft. In diese 
Mischung wurden unter starkem Rühren 3,2 ml 100%ige Salpetersäure (80 mmol) in 40 ml 
Methylenchlorid zugetropft. Anschließend wurde weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur ge-
rührt. Dann wurde die Suspension mit einem Trockeneis/Ethanol-Kältebad auf -78 °C gekühlt. 
Zu der weiterhin gekühlten Suspension wurden in mehreren Portionen 8,333 g (40 mmol) PCP 
in 200 ml Methylenchlorid zugegeben. Die Suspension wurde zunächst 30 Minuten lang bei 
-78°C und anschließend 2 h bei -18°C gerührt, bevor sie auf 500 g Eis gegossen wurde. Die 
organische Phase wurde abgetrennt, die wässrige Phase dreimal mit 200 ml Methylenchlorid im 
Scheidetrichter extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Es wurde laut GC ein Gemisch 
aus 28% N-PCP und 72% von drei verschiedenen DN-PCP erhalten. Da das Gemisch nicht 
säulenchromatographisch getrennt werden konnte, wurde es als solches analysiert und ohne 
weitere Aufbereitung in der nächsten Stufe hydriert. 
 
Ausbeute: 9,166 g (80% der Theorie) 
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1H-NMR (CDCl3/TMS, 300 MHz): δ = 2,85-3,33 und 3,94-4,17 (m, H1, H2, H9, H10), 6,61-
6,96 und 7,23-7,33 (m, H5, H7, H8, H12, H13, H15, H16) ppm. 
 
13C-NMR (CDCl3/TMS, 75 MHz): Die Signale konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. 
δ = 33,54, 33,76, 34,27, 34,39, 34,66, 34,76, 35,34 (C1, C2, C9, C10), 126,31, 127,98, 129,21, 
129,51, 134,06, 134,91, 135,51, 136,43, 136,55, 137,18, 137,38, 137,55, 137,69, 142,02, 142,39 
(C3, C4, C5, C6, C7, C8, C11, C12, C13, C14, C15, C16) ppm. 
 
IR (KBr): ν = 812 (w, δ(CHarom)), 1342 (s, ν(NO2)), 1518 (s, ν(NO2)), 1601 (w, ν(CCarom)), 2941 
(w, ν(CH2)), cm-1. 
 
LDI-TOF-MS: N-PCP: m/z = 253,1 [M-e-]+; DN-PCP: m/z = 298,1 [M-e-]+ 
 
6.4.4.1.2 Hydrierung von nitrierten [2.2]-para-Cyclophanen 
In einem 1000 ml Schlenkkolben wurden 9,166 g des Gemisches aus N- und DN-PCP in 400 ml 
Essigsäureethylester gelöst und mit 2 g des Katalysators (10% Palladium auf Aktivkohle) 
versetzt. Es wurde ein mit Wasserstoff gefüllter Ballon aufgesetzt und 72 h lang bei Raum-
temperatur gerührt. Anschließend wurde der Katalysator über Celite abfiltriert und das Filtrat am 
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Es wurde laut GC ein Gemisch aus 32% 
A-PCP und 68% DA-PCP erhalten. 
 
Ausbeute: 6,446 g (86% der Theorie) 
 
1 g des Produktgemischs wurde säulenchromatographisch über Kieselgel mit Hexan/Essig-
säureethylester (50/50 v/v) als Elutionsmittel gereinigt und getrennt. Es wurden 3 Fraktionen 
erhalten. 
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1. Fraktion: A-PCP 
 
Ausbeute: 336 mg 
 
Analytik 
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DC: Rf = 0,53 (Hexan/Essigsäureethylester, 1:1) 
 
GC-Reinheit: 97% 
 
1H-NMR (CDCl3/TMS, 300 MHz): δ = 2,53-2,67 (m, 1H, H2a), 2,73-2,85 (m, 1H, H2b), 2,85-
3,11 (m, 6H, H1, H9, H10), 3,35 (breit, 2H, NH2), 5,32 (d, 1H, 4J=1,68 Hz, H5), 6,10 (dd, 1H, 
J=1,68/7,72 Hz, H7), 6,23 (d, 1H, 3J=7,72 Hz, H8), 6,36 (dd, 2H, J=1,68/7,72 Hz, H13, H16), 
6,56 (dd, 1H, J=1,68/7,72 Hz, H12), 7,12 (dd, 1H, J=1,68/7,72 Hz, H15) ppm. 
 
13C-NMR (CDCl3/TMS, 75 MHz): δ = 32,20, 32,95, 34,89, 35,31 (C1, C2, C9, C10), 122,08, 
122,65, 124,60, 126,58, 131,48, 132,43, 133,44, 133,26 (C3, C5, C7, C8, C12, C13, C15, C16), 
138,91, 138,97, 141,06 (C6, C11, C14), 144,72 (C4) ppm. 
 
IR (KBr): ν = 795 (m, δ(CHarom)), 873 (m, δ(CHarom)), 1286 (m, ν(CN)), 1425 (m, δ (CH2)), 
1498 (m, ν(CCarom)), 1566 (m, ν(CCarom)), 1614 (s, δ(NH2)), 2851 (m, ν(CH2)), 2924 (s, ν(CH2)), 
3005 (w, ν(CHarom)), 3385 (m, ν(NH2)), 3472 (m, ν(NH2)) cm-1. 
 
LDI-TOF-MS: m/z = 223,4 [M-e-]+ 
 
Elementaranalyse: C16H17N, M = 223,32 g/mol 
berechnet C = 86,05 H = 7,67  N = 6,27  
gefunden C = 86,26 H = 7,68  N = 6,06  
 
Experimenteller Teil 151 
 
2. Fraktion: Gemisch aus pseudo-meta- und pseudo-para-DA-PCP 
 
Ausbeute: 420 mg 
 
Analytik 
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DC: Rf = 0,34 (Hexan/Essigsäureethylester, 1:1) 
 
GC-Reinheit: 98% 
 
1H-NMR (CDCl3/TMS, 300 MHz): Die Signale konnten den beiden Isomeren zugeordnet wer-
den. 
pseudo-meta-DA-PCP (80%) 
δ = 2,57-3,17 (m, 8 H, H1, H2, H9, H10), 3,29 (breit, 4H, NH2), 5,45 (d, 2H, 4J=1,68 Hz, H5, 
H12), 5,98 (dd, 2H, J=1,68/7,72 Hz, H7, H16), 6,92 (d, 2H, 3J=7,72 Hz, H8, H15) ppm. 
 
pseudo-para-DA-PCP (20%) 
δ = 2,57-3,17 (m, 8 H, H1, H2, H9, H10), 3,29 (breit, 4H, NH2), 5,42 (d, 2H, 4J=1,68 Hz, H5, 
H13), 6,16 (d, 2H, 3J=7,73 Hz, H8, H16), 6,56 (dd, 2H, J=1,68/7,72 Hz, H7, H15) ppm. 
 
13C-NMR (CDCl3/TMS, 75 MHz): Die Signale konnten nicht eindeutig den beiden Isomeren 
zugeordnet werden. 
δ = 29,55, 29,83, 31,62, 32,06, 32,75, 34,69 (C1, C2, C9, C10), 120,58, 120,68, 122,20, 122,39, 
122,49, 123,82, 123,96, 128,54, 128,63, 133,94, 140,20, 140,50, 145,11, 145,67 (C3, C4, C5, 
C6, C7, C8, C11, C12, C13, C14, C15, C16) ppm. 
 
IR (KBr): ν = 800 (w, δ(CHarom)), 873 (m, δ(CHarom)), 1281 (m, ν(CN)), 1425 (m, δ (CH2)), 1498 
(m, ν(CCarom)), 1564 (m, ν(CCarom)), 1616 (s, δ(NH2)), 2853 (m, ν(CH2)), 2926 (m, ν(CH2)), 
2996 (w, ν(CHarom)), 3369 (m, ν(NH2)), 3432 (m, ν(NH2)) cm-1. 
 
LDI-TOF-MS: m/z = 119,3 [M-2e-]2+, 238,4 [M-e-]+ 
 
Elementaranalyse: C16H18N2, M = 238,34 g/mol 
berechnet C = 80,63  H = 7,61  N = 11,75  
gefunden C = 81,61  H = 8,05  N = 10,34  
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3. Fraktion: pseudo-ortho-DA-PCP 
 
Ausbeute: 204 mg  
 
Analytik 
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DC: Rf = 0,12 (Hexan/Essigsäureethylester, 1:1) 
 
GC-Reinheit: 100% 
 
1H-NMR (CDCl3/TMS, 300 MHz): δ = 2,53-2,66 (m, 2H, H2a, H10a), 2,79-2,95 (m, 4H, H1, 
H9), 2,96-3,06 (m, 2H, H2b, H10b), 3,30 (breit, 4H, NH2), 6,02 (dd, 2H, J=1,68/7,72 Hz, H7, 
H13), 6,16 (d, 2H, 4J=1,68 Hz, H5, H15), 6,34 (d, 2H, 3J=7,72 Hz, H8, H12) ppm. 
 
13C-NMR (CDCl3/TMS, 75 MHz): δ = 31,99, 32,73 (C1, C2, C9, C10), 116,33 (C5, C13), 
123,07 (C7, C15), 124,05 (C3, C11), 135,14 (C8, C16), 141,09 (C6, C14), 144,72 (C4, C12) 
ppm. 
 
IR (KBr): ν = 784 (w, δ(CHarom)), 861 (m, δ(CHarom)), 1282 (m, ν(CN)), 1423 (m, δ (CH2)), 1498 
(m, ν(CCarom)), 1563 (m, ν(CCarom)), 1613 (s, δ(NH2)), 2853 (m, ν(CH2)), 2923 (m, ν(CH2)), 
2996 (w, ν(CHarom)), 3371 (m, ν(NH2)), 3437 (m, ν(NH2)) cm-1. 
 
LDI-TOF-MS: m/z = 119,3 [M-2e-]2+, 238,4 [M-e-]+ 
 
Elementaranalyse: C16H18N2, M = 238,34 g/mol 
berechnet C = 80,63 H = 7,61 N = 11,75 
gefunden C = 83,30 H = 7,53 N =   9,17 
 
6.4.4.2 CVD-Polymerisation von aminosubstituierten [2.2]-para-Cyclophanen 
CVD-Anlage 
Die CVD-Polymerisationen erfolgte in einer von Lahann207 konzipierten Laboranlage, die nach 
dem Gorham-Verfahren arbeitet. Zentraler Bestandteil ist ein Glasrohr, das an einem Ende an 
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eine Trägergasversorgung (Argon) angeschlossen ist. Der mittlere Teil ist von einem Drei-
zonenofen umgeben und beinhaltet den Sublimations- und den Pyrolysebereich. Am anderen 
Ende des Rohres befindet sich die Polymerisationskammer, die einen kühlbaren Drehteller 
enthält und an eine Vakuumeinheit angeschlossen ist. 
 
Durchführung der CVD-Polymerisation 
Die Proben wurden direkt auf den auf etwa 10°C gekühlten Drehteller der Polymerisations-
kammer gelegt. Nach dem Platzieren eines Porzellanschiffchens mit ca. 30 mg des substituierten 
PCP in der Sublimationszone wurde die Anlage verschlossen und bis auf einen Basisdruck von 
0,04 mbar evakuiert. Anschließend wurden ein Trägergasstrom von 15 sccm und ein Arbeits-
druck von 0,2 mbar eingestellt. Nachdem die Pyrolysezone auf die gewünschte Temperatur von 
750°C gebracht worden war, wurde die Sublimationszone aufgeheizt. Ca. 15 Minuten nach 
Erreichen der Sublimationstemperatur von 260 (A-PCP) und 320 bzw. 340°C (DA-PCP) war der 
Beschichtungsprozess, der über einen Schichtdickenmonitor verfolgt werden konnte, beendet. 
Die Anlage wurde erneut bis zum Basisdruck evakuiert und dann belüftet. 
 
6.4.4.3 Derivatisierung von Oberflächenaminogruppen mit Pentafluorbenzaldehyd 
Die CVD-beschichteten Titanproben wurden jeweils in einen 50 ml Kolben mit einer Lösung 
von 300 µl (2,4 mmol) PFBA in 15 ml Pentan gelegt und 2 h lang unter Rückfluss auf 40°C 
erwärmt. Anschließend wurden sie mit Pentan gewaschen und 12 h in Pentan extrahiert. 
 
6.5 Immobilisierung von proteinabweisenden und bioaktiven Substanzen 
6.5.1 Immobilisierung von O-Methyl-O'-(3-oxopropyl)-polyethylenglykol 
Die Kopplung des M-PEG-Ald an den Aminogruppen der APTES- bzw. der PEI-Schicht erfolg-
te durch reduktive Aminierung nach dem cloud point Verfahren. Dazu wurden die modifizierten 
Glasplättchen mittels einer Spirale als Haltevorrichtung so in ein Reaktionsgefäß eingebracht, 
dass ihre Oberflächen nicht überlappten. Die Reaktion wurde in einer 11%igen Kaliumsulfat-
Lösung in Natriumdihydrogenphosphat-Puffer (pH 6,3), die zusätzlich 1 mg/ml M-PEG-Ald und 
3 mg/ml Natriumcyanoborhydrid enthielt, 6 h lang bei 60°C im Wasserbad durchgeführt. 
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Anschließend wurden die Proben mit destilliertem und Reinstwasser gewaschen, an der Luft 
getrocknet und im Exsikkator aufbewahrt. 
 
6.5.2 Immobilisierung von O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl]-
polyethylenglykol 
6.5.2.1 Darstellung von O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl]-
polyethylenglykol 
Zur Entfernung des Wassers aus dem M-PEG wurden 20 g (4 mmol) M-PEG in 125 ml Benzol 
gelöst und 65 ml Benzol als azeotropes Gemisch wieder abdestilliert. Das restliche Benzol 
wurde bei vermindertem Druck abdestilliert und das M-PEG im Hochvakuum getrocknet und 
mit Stickstoff belüftet. Das so getrocknete M-PEG wurde in 100 ml absolutiertem THF unter 
Stickstoffatmosphäre und ständigem Rühren 12 h gelöst. Die Lösung wurde mit 252,5 mg 
(0,4 mmol) Dibutylzinndilaurat als Katalysator und mit 2,474 g (10 mmol) 3-Isocyanatopropyl-
triethoxysilan versetzt und 24 h unter Stickstoffatmosphäre bei Raumtemperatur gerührt. Nach 
der Reaktion wurde das M-PEG-Silan mit 50 ml Hexan aus der Lösung ausgefällt, abfiltriert und 
erneut in THF gelöst. Nach nochmaligem Ausfällen mit Hexan wurde das Produkt abfiltriert und 
im Hochvakuum getrocknet. 
 
Ausbeute: 18,78 g (89% der Theorie) 
 
Analytik 
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1H-NMR (CDCl3/TMS, 400 MHz): δ = 0,62 (t, 2H, 3J=7,00 Hz, H3), 1,23 (t, 9H, 3J=7,00 Hz, 
H1), 1,61 (qt, 2H, 3J=7,55 Hz, H4), 3,16 (qd, 2H, 3J=6,50 Hz, H5), 3,38 (s, 3H, H8), 3,65 (m, 
(4n+2) H, H7), 3,82 (qd, 6H, 3J=7,00 Hz, H2), 4,21 (t, 2H, 3J=4,80 Hz, H6), 5,03 (breit, 1H, 
NH) ppm. 
 
13C-NMR (CDCl3/TMS, 100 MHz): δ = 70,45 (C7) ppm. 
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MALDI-TOF-MS 
Das M-PEG und das M-PEG-Silan wurden in einer Konzentration von 10 bzw. 3 mg/ml in THF 
gelöst und zu gleichen Volumenanteilen mit einer Mischung (10:1 v/v) aus einer DHB-Lösung 
in Ethanol (20 mg/ml) als Matrix und einer NaTFA-Lösung in Ethanol (20 mg/ml) als 
Ionisierungsreagenz versetzt. Es wurden jeweils 0,5 µl große Tropfen dieser Lösungen auf 
einem Edelstahlträger präpariert, im Wasserstrahlvakuum getrocknet und im MALDI-TOF-
Massenspektrometer analysiert. Eine Auflistung der Peaks der Molekulargewichtverteilung 
befindet sich in Tab. A1 im Anhang. 
 
6.5.2.2 Silanisierung mit O-Methyl-O'-[N-(3-(triethoxysilyl)-propyl)-carbamidyl]-
polyethylenglykol 
Die gereinigten Glasplättchen wurden so in eine Spirale als Haltevorrichtung in einen Schlenk-
kolben eingelegt, dass die Oberflächen nicht überlappten. Der Kolben wurde evakuiert und mit 
Stickstoff belüftet. Die Silanisierung erfolgte unter Stickstoffatmosphäre in einer Lösung des 
M-PEG-Silans (10 mg/ml) in absolutem Toluol über Nacht bei 80°C. Anschließend wurden die 
Proben nacheinander mit Chloroform, 33% (v/v) Chloroform in Methanol und Methanol 
gewaschen, 10 Minuten lang bei 110°C im Trockenschrank getrocknet und im Exsikkator 
aufbewahrt. 
 
6.5.3 Immobilisierung von carboxymethyliertem Dextran 
Die mit APTES silanisierten Glasplättchen wurden bei Raumtemperatur 5 Tage in eine 10%ige 
(w/w) HDI-Lösung in absolutem Diethylether gelegt. Anschließend wurden die Proben kurz mit 
absolutem Diethylether gewaschen und 4 h durch Soxhlet-Extraktion mit absolutem Diethylether 
von überschüssigem HDI befreit. Die HDI-aktivierten Proben wurden unmittelbar in eine CMD-
Lösung (100 mg/ml) in Reinstwasser gegeben. Die Immobilisierung wurde 12 h bei 4°C im 
Kühlschrank durchgeführt. Anschließend wurde die CMD-Lösung entfernt, die Proben jeweils je 
dreimal mit destilliertem Wasser und Reinstwasser gewaschen und an der Luft getrocknet. 
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6.5.4 Immobilisierung von Fibronektin, RGD-Peptiden und BMP-2 mit 1,6-Hexa-
methylendiisocyanat 
Die mit APTES silanisierten bzw. die CVD-beschichteten Titanplättchen wurden bei Raumtem-
peratur 5 Tage in eine 10%ige (w/w) HDI-Lösung in absolutem Diethylether gelegt. Anschlie-
ßend wurden die Proben kurz mit absolutem Diethylether gewaschen und 4 h durch Soxhlet-
Extraktion mit absolutem Diethylether von überschüssigem HDI befreit. 
Die HDI-aktivierten Proben wurden unmittelbar in eine Lösung von Fibronektin (10 µg/ml), des 
RGD-Peptids (100 µg/ml) oder von BMP-2 (50 µg/ml) in Natriumhydrogencarbonat-Puffer 
(pH 8,4) gegeben. Die Immobilisierung wurde 12 h bei 4°C im Kühlschrank durchgeführt. 
Anschließend wurde die Protein- bzw. Peptid-Lösung entfernt, die Proben jeweils je dreimal mit 
dem entsprechenden Puffer und Reinstwasser gewaschen und an der Luft getrocknet. 
 
6.6 Untersuchung der Proteinadsorption und der kovalenten Protein- bzw. Peptid-
immobilisierung 
6.6.1 Immunologischer Nachweis durch ELISA 
Verwendete Lösungen: 
- Für die Antigenlösungen wurden Fibrinogen und Fibronektin (jeweils 10 µg/ml) in PBS-
Puffer bei der Proteinadsorption an Glasoberflächen bzw. in Natriumhydrogencarbonat-Puffer 
für die Immobilisierung an Titanoberflächen und Insulin (100 µg/ml) in Natrium-
hydrogencarbonat-Puffer gelöst. 
- Die Lösung des entsprechenden monoklonalen primären Antikörpers wurde mit Blockpuffer 
im Verhältnis 1:5000 verdünnt. 
- Die Lösung des an Meerrettichperoxidase konjugierten sekundären Antikörpers Kaninchen-
Anti-Maus-IgG/IgM wurde mit Blockpuffer im Verhältnis 1:5000 verdünnt. 
- Als Peroxidase-Substrat wurden 10 mg ABTS in 40 ml ABTS-Puffer gelöst. 
 
Durchführung 
Als Probengefäße wurden 24-Well-TCPS-Gewebekulturplatten Falcon 3046 der Firma Becton 
Dickinson (Franklin Lakes, USA) verwendet. Zur Absättigung (Blockierung) der Kavitäten mit 
BSA wurden diese 2 h mit je 1 ml Blockpuffer inkubiert. Nach Entfernung des Blockpuffers 
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wurde dreimal mit jeweils 1 ml Waschpuffer gewaschen. Die modifizierten Glas- bzw. Titan-
proben mit einem Durchmesser von 15 mm und die als Referenzproben dienenden TCPS-Stücke 
gleicher Größe wurden mittels doppelseitigem Klebeband TESA der Firma Beiersdorf (Ham-
burg) in die Kavitäten eingeklebt. Alle Proben wurden in Dreifachbestimmung untersucht. 
Die Proben wurden in je 0,5 ml der Antigenlösung 2 h inkubiert. Anschließend wurde die Pro-
teinlösung entfernt, und die Kavitäten wurden dreimal mit jeweils 1 ml Waschpuffer gewaschen. 
Nach dem Waschvorgang wurden die Kavitäten mit jeweils 0,5 ml der primären Antikörper-
lösung aufgefüllt. Nach 1 h wurde die Lösung entfernt, und die Gefäße wurden wie oben be-
schrieben gewaschen. 
Zur Inkubation des sekundären Antikörpers wurden in jedes Probengefäß 0,5 ml der ent-
sprechenden Lösung gegeben. Nach 2 h erfolgten die Entfernung der Inkubations-Lösung und 
der Waschvorgang. 
Für die Enzym-Substrat-Reaktion wurden die Kavitäten mit jeweils 0,5 ml ABTS-Lösung 
befüllt. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten wurden aus jedem Probengefäß viermal 
100 µl der grünlich gefärbten Lösung entnommen und in die Kavitäten einer 96-Well-Mikro-
titerplatte Falcon 3072 der Firma Becton Dickinson überführt. Die Absorptionsmessungen 
wurden an einem Mikrotiterplattenreader Spectra 2000 der Firma SLT Labinstruments (Crails-
heim) bei einer Wellenlänge von 405 nm durchgeführt. Zur Eliminierung von autokatalytischen 
Hintergrundreaktionen wurde der Absorptionswert der reinen ABTS-Lösung auf jeder zu ver-
messenden Platte als Referenz mitbestimmt. 
 
6.6.2 Proteinabsolutbestimmung durch radioaktive Markierung 
Verwendete Lösungen: 
- Radioaktive Iodidlösung: Es wurde eine Na125I-Lösung IMS30 der Firma Amersham Europe 
(Freiburg) mit 1 mCi (37 MBq; 0,45 nmol) in 10 µl einer 0,1 M Natriumhydroxid-Lösung 
verwendet. 
- Protein- bzw. Peptidlösung: 100 µg Protein bzw. YRGDS-Peptid wurden in 100 µl PBS-
Puffer gelöst. 
- Chloramin-T-Lösung: 10 µg Chloramin T Trihydrat wurden in 100 µl PBS-Puffer gelöst. 
- BSA-Lösung: Es wurde eine eisgekühlte Lösung von 10% (m/m) BSA, 1% (m/m) NaI und 
0,01% (m/m) NaN3 in Wasser angesetzt. 
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- TCA-Lösung: Es wurde eine eisgekühlte Lösung von 10% (m/m) Trichloressigsäure in 
Reinstwasser verwendet. 
 
Radioaktive Markierung: 
In einem silanisierten 3,5 ml Counterröhrchen wurden 100 µl Proteinlösung vorgelegt. Nach der 
Zugabe von 1 µl Na125I-Lösung (0,1 mCi; 3,7 MBq; 45 pmol) wurde die Reaktion durch Zusatz 
von 5 µl Chloramin-T-Lösung unter Rühren gestartet. 
Die Einbaurate wurde durch TCA-Fällung bestimmt. Zur Trennung des Proteins bzw. des 
YRGDS-Peptids vom nicht eingebautem Iod wurde das Reaktionsgemisch durch Gelfiltration an 
einer Sephadex® G-25-Säule NAP™ 5 Column der Firma Pharmacia Biotech AB (Uppsala, 
Schweden) gereinigt. Die Säule wurde zuvor mit PBS-Puffer als Elutionsmittel äquilibriert. Die 
durch TCA-Fällung identifizierte Proteinfraktion wurde aliquotiert, bei -20 °C gelagert und 
innerhalb einer Woche verwendet. 
 
Proteinbestimmung 
Es wurden Lösungen von Fibrinogen und Fibronektin (jeweils 10 µg/ml) in PBS bzw. 
Natriumhydrogencarbonat-Puffer sowie von Insulin und des YRGDS-Peptids (jeweils 
100 µg/ml) in Natriumhydrogencarbonat-Puffer hergestellt. Die Lösung wurde anschließend 
durch Zugabe des entsprechenden radioaktiv markierten Proteins bzw. YRGDS-Peptids auf eine 
Aktivität von ca. 400.000 cpm/ml (3,34 kBq/ml; 90,0 pCi/ml) eingestellt. Zur Aktivitäts-
kontrolle wurden 500 µl-Proben am Gammacounter COBRA II Auto-Gamma der Firma Packard 
(Dreieich) über einen Zeitraum von 3 Minuten vermessen. 
Die modifizierten Glasplättchen mit einem Durchmesser von 15 mm wurden in den Kavitäten 
einer 24-Well-Platte in 0,5 ml radioaktiver Proteinlösung 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Titanproben mit einem Durchmesser von 10 mm wurden nach dem in dem Kap. 6.5.4 be-
schriebenen Verfahren mit radioaktiv markiertem Fibronektin bzw. YRGDS-Peptid ausgerüstet 
oder in den entsprechenden Lösungen mit radioaktiv markiertem Protein bzw. Peptid 12 h bei 
4°C inkubiert. 
Danach wurden die radioaktiven Lösungen entfernt, die Kavitäten jeweils dreimal mit je 1 ml 
Wasch-Puffer gewaschen und trockengesaugt. Anschließend wurden die Proben aus den 24-
Well-Platten herausgenommen und jeweils in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die 
Radioaktivität der Proben wurde im Gammacounter über einen Zeitraum von 5 Minuten 
gemessen. Als Referenz wurden bei allen Versuchen die Adsorption der radioaktiven Proteine 
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bzw. des YRGDS-Peptids an TCPS-Oberflächen, die aus Zellkulturschalen ausgestanzt wurden, 
bestimmt. Alle Proben wurden in Dreifachbestimmung untersucht. 
 
6.6.3 Matrix-unterstützte-Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie 
im Oberflächenmodus 
Die surface-MALDI-TOF-Massenspektren zur Untersuchung oberflächengebundener Proteine 
bzw. Peptide wurden mit einem BiflexTM III MALDI-Flugzeitmassenspektrometer Bruker-
Franzen Analytik aufgenommen (vgl. Kap. 6.1.5). 
Zur Charakterisierung der Proteinadsorption an modifizierten Glasoberflächen wurden Glas-
plättchen mit einem Durchmesser von 15 mm 2 h in den Kavitäten einer 24-Well-Platte in 1 ml 
einer Insulinlösung (100 µg/ml) in Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH 8,4) inkubiert, an-
schließend jeweils dreimal mit je 1 ml Puffer und Reinstwasser gewaschen und an der Luft ge-
trocknet. Die Proben wurden mit einer Matrixlösung von SA in TA präpariert und getrocknet. 
 
Zur Untersuchung des Bindungscharakters des BMP-2 an modifizierten Titanoberflächen wur-
den CVD-beschichtete und mit APTES silanisierte Titanproben nach HDI-Aktivierung (vgl. 
Kap. 6.5.4) oder ohne diese 12 h bei 4°C in den Kavitäten einer 24-Well-Platte in 1 ml einer 
BMP-2-Lösung (50 µg/ml) in Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH 8,4) inkubiert. Anschlie-
ßend wurde die BMP-2-Lösung entfernt, und die Proben wurden jeweils dreimal mit je 1 ml 
Puffer und Reinstwasser gewaschen. Darauf folgten drei weitere Waschschritte jeweils 24 h in 
200 ml Reinstwasser. Die Proben wurden mit einer Matrixlösung von SA in TA präpariert und 
getrocknet. 
Zur Untersuchung des Bindungscharakters von GRGDS bzw. YRGDS an modifizierten 
Titanoberflächen wurden die modifizierten Titanproben mit oder ohne HDI-Aktivierung 12 h bei 
4°C in den Kavitäten einer 24-Well-Platte in 1 ml einer Lösung (100 µg/ml) von GRGDS bzw. 
YRGDS in Reinstwasser inkubiert. Nach dem Entfernen der Peptidlösungen wurde sechsmal mit 
je 1 ml Reinstwasser gewaschen. Die Proben wurden mit einer Matrixlösung von CCA in TA 
präpariert und getrocknet. 
Zur Bestimmung der Detektionsgrenze der MALDI-TOF-MS für oberflächengebundenes 
YRGDS wurde eine Verdünnungsreihe durchgeführt. Dazu wurden Peptid-Lösungen verschie-
dener Konzentrationen im Bereich von 100 ng/ml bis 1 mg/ml in Reinstwasser hergestellt. 
Jeweils 0,5 µl dieser Lösungen wurden auf einer runden Fläche mit einem Durchmesser von 
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1 mm auf einem Edelstahlträger und auf den verschiedenen modifizierten Titanoberflächen 
aufgebracht und diese nach re-dissolution-Präparation mit CCA in TA im MALDI-TOF-Mas-
senspektrometer analysiert. Die Oberflächenkonzentration der Analytmoleküle wurde aus der 
aufgetragenen Stoffmenge und der benetzten Fläche berechnet. 
 
6.7 Untersuchung der in vitro Biokompatibilität 
6.7.1 Thrombozytenadhäsion 
Modifizierte Glasplättchen mit einem Durchmesser von 24 mm wurden in eine modifizierte 
Bowry-Kammer eingespannt. Die Proben wurden 1 h lang in 2 ml isotonischer Kochsalzlösung 
(0,9% Natriumchlorid) bei 37°C inkubiert. Dabei wurde die Lösung dreimal gewechselt. 
Anschließend wurden die Proben in 0,8 ml thrombozytenreichem Blutplasma (ca. 200.000 
Thrombozyten/µl) 30 Minuten bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Der Überstand wurde 
abgesaugt und die Proben dreimal mit PBS-Puffer gewaschen. Danach wurden die Proben in 
1 ml 1,5%iger Glutardialdehydlösung 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Überstand 
wurde abgesaugt und die Proben erneut dreimal mit PBS-Puffer und schließlich mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Zum Trocknen wurden die Proben mit einer aufsteigenden Ethanol/Wasser 
Reihe jeweils 15 Minuten lang gewaschen: 20, 40, 60, 80 und 100% Ethanol. Die Proben 
wurden im Exsikkator bis zur rasterelektronenmikroskopischen Begutachtung gelagert. Als 
Referenzoberflächen dienten gereinigtes Glas und Polypropylen. 
 
6.7.2 Hämalaunfärbung zur Bestimmung der Morphologie von L929 Mausfibroblasten 
Die Bestimmung der Morphologie von Mausfibroblasten wurde in der Augenklinik der RWTH 
Aachen mit der immortalisierten Zelllinie L929 durchgeführt. Als Kulturbedingungen wurde 
eine Temperatur von 37°C, ein CO2-Gehalt von 7,5% und ein Medium bestehend aus 90% 
Rosswell Park Memorial Institute 1640 Universalmedium der Firma Biowhittaker (Vervier, 
Belgien) und 10% fetalem Kälberserum gewählt. 
Zur Beurteilung der Morphologie im direkten Kontakt mit den modifizierten Glasoberflächen 
wurden die Zellen mit Hämalaunlösung angefärbt. Die Proben mit einem Durchmesser von 
15 mm wurden zunächst mit doppelseitigem Klebeband auf Glasobjektträgern fixiert, mit 
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70%igem Ethanol eingesprüht und 30 Minuten unter Steri Laminarflow abgedampft. Danach 
wurden sie direkt mit L929 Mausfibroblasten (50.000 Zellen/ml Nährmedium) in Kontakt ge-
bracht und 24 h bei den oben genannten Bedingungen inkubiert. Die besiedelten Oberflächen 
wurden zur Fixierung 20 Minuten mit einer Formaldehydlösung (3,7% w/v) inkubiert. Nach dem 
Spülen mit entionisiertem Wasser wurde 10 Minuten mit einer Hämalaunlösung angefärbt. 
Anschließend wurden die Proben unter einem Lichtmikroskop bei 200-facher Vergrößerung 
begutachtet. Als Negativkontrolle diente Biofolie® der Firma Heraeus (Hanau) als Positiv-
kontrolle zelltoxisches PVC der Firma Rehau (Rehau). 
 
6.7.3 Fluoreszeindiacetat/Ethidiumbromidfärbung zur Bestimmung der Vitalität von 
primären humanen Osteoblasten 
Die Zellversuche wurden in der Orthopädie des Klinikums an der RWTH Aachen mit primären 
Osteoblasten durchgeführt, die bei einer Hüftoperation entnommen und ca. 6 Wochen kultiviert 
wurden. Als Kulturbedingungen wurde eine Temperatur von 37°C, ein CO2-Gehalt von 5% und 
ein Medium bestehend aus 90% Dulbecco’s modified eagle’s medium und 10% fetalem 
Kälberserum gewählt. Die modifizierten Titanproben mit einem Durchmesser von 22 mm 
wurden mit 70%igem Ethanol eingesprüht und 30 Minuten unter Steri Laminarflow abgedampft. 
Die Proben wurden 24 h mit 10.000 Zellen bei den oben genannten Bedingungen inkubiert und 
anschließend mit Fluoreszeindiacetat und Ethidiumbromid angefärbt. Als Negativkontrolle dien-
te Thermanox®, ein durch 60Co-Bestrahlung oberflächenmodifiziertes Polyethylenterephthalat 
der Firma Nunc (Wiesbaden). 
 
6.7.4 BrdU-Test zur Bestimmung der Proliferation von primären humanen 
Osteoblasten 
Die Zellversuche wurden in der Orthopädie des Klinikums an der RWTH Aachen mit primären 
Osteoblasten durchgeführt. Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte unter Nutzung des 
BrdU-ELISA-Kits der Firma Boehringer Mannheim Biochemica (Mannheim). Als Negativ-
kontrolle diente Thermanox®. 
 
162 Anhang 
 
7 Anhang 
 
80
41
11
55
34
29
49
32 28
75
35
20
53
28
20
25
20
47
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
TCPS Glas
unb.
Glas
ger.
Glas/
APTES
Glas/
APTES/
M-PEG 
Glas/
APTES/
CMD 
Glas/
PEI
Glas/
PEI/M-
PEG 
Glas/M-
PEG-
Silan
K
on
ta
kt
w
in
ke
l i
n 
°
sessile drop captive bubble
 
Abb. A1: Übersicht der Kontaktwinkel von TCPS, unmodifizierten und modifizierten Glasober-
flächen mit Wasser (Dreifachbestimmung) 
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Abb. A2: 1H-NMR-Spektrum von M-PEG in CDCl3 mit TMS als internem Standard 
 
 
 
Abb. A3: 1H-NMR-Spektrum von PCP in CDCl3 mit TMS als internem Standard 
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Tab. A1: m/z-Werte der mittels MALDI-TOF-MS experimentell ermittelten Peaks im Ver-
gleich zu den mit natürlicher Isotopenverteilung berechneten m/z-Werten der Mole-
kulargewichtsverteilungen von M-PEG und M-PEG-Silan 
 
M-PEG M-PEG-Silan Polymerisationsgrad 
n m/zexp. 
Peakmaximum 
m/ztheor. 
[M+Na]+ 
m/zexp. 
Peakmaximum 
m/ztheor. 
[M+Na]+ 
90 4019,9 4019,9 4266,3 4267,2 
91 4063,7 4063,9 4310,6 4311,3 
92 4108,9 4108,0 4355,2 4355,3 
93 4151,7 4152,0 4398,4 4399,4 
94 4196,5 4196,1 4442,3 4443,4 
95 4240,5 4240,1 4487,3 4487,5 
96 4284,6 4284,2 4531,8 4531,6 
97 4329,7 4328,2 4576,2 4575,6 
98 4373,1 4372,3 4619,3 4619,7 
99 4417,5 4416,3 4663,3 4663,7 
100 4460,3 4460,4 4708,4 4707,8 
101 4504,4 4504,5 4751,1 4751,8 
102 4549,0 4548,5 4795,9 4795,9 
103 4592,8 4592,6 4839,6 4839,9 
104 4636,4 4636,6 4883,2 4884,0 
105 4680,7 4680,7 4928,0 4928,0 
106 4724,7 4724,7 4971,3 4972,1 
107 4769,2 4768,8 5015,3 5016,1 
108 4812,9 4812,8 5060,4 5060,2 
109 4856,8 4856,9 5103,8 5104,2 
110 4900,7 4900,9 5148,8 5148,3 
111 4945,3 4945,0 5192,3 5192,4 
112 4989,3 4989,0 5236,3 5236,4 
113 5033,0 5033,1 5280,6 5280,5 
114 5076,7 5077,2 5325,2 5324,5 
115 5121,6 5121,2 5368,7 5368,6 
116 5165,4 5165,3 5413,3 5412,6 
117 5208,9 5209,3 5457,2 5456,7 
118 5253,4 5253,4 5500,7 5500,7 
119 5297,5 5297,4 5545,7 5544,8 
120 5341,8 5341,5 5589,3 5588,8 
121 5385,3 5385,5 5633,3 5632,9 
122 5429,5 5429,6 5677,0 5676,9 
123 5473,3 5473,6 5721,6 5721,0 
124 5518,1 5517,7 5765,6 5765,1 
125 5561,8 5561,7 5810,4 5809,1 
126 5605,1 5605,8 5856,0 5853,2 
127 5650,5 5649,9 5899,3 5897,2 
128 5693,1 5693,9 5941,9 5941,3 
129 5737,7 5738,0 5986,4 5985,3 
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Fortsetzung von Tab. A1 
 
130 5783,3 5782,0 6030,7 6029,4 
131 5826,5 5826,1 6075,3 6073,4 
132 5870,8 5870,1 6116,4 6117,5 
133 5913,8 5914,2 6159,2 6161,5 
134 5958,8 5958,2 6205,4 6205,6 
135 6002,0 6002,3 6249,1 6249,6 
136 6045,2 6046,3 - 6293,7 
137 6094,1 6090,4 - 6337,8 
138 6132,8 6134,4 - 6381,8 
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Abb. A4: Referenz-MALDI-TOF-Massenspektrum von Insulin (Standardpräparation mit SA als 
Matrix auf Edelstahlträger) 
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Abb. A5: LDI-TOF-Massenspektrum des Gemischs von N- und DN-PCP 
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Abb. A6: LDI-TOF-Massenspektrum von A-PCP 
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Abb. A7: LDI-TOF-Massenspektrum des Gemischs von pseudo-meta- und pseudo-para-DA-
PCP 
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Abb. A8: LDI-TOF-Massenspektrum von pseudo-ortho-DA-PCP 
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Abb. A9: Referenz-MALDI-TOF-Massenspektrum von GRGDS (re-dissolution-Präparation mit 
CCA als Matrix auf einem Edelstahlträger) 
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Abb. A10: Referenz-MALDI-TOF-Massenspektrum von YRGDS (re-dissolution-Präparation 
mit CCA als Matrix auf einem Edelstahlträger) 
 
Literaturverzeichnis 169 
 
8 Literaturverzeichnis 
 
1  D.F. Williams, Consensus and definitions in biomaterials, in: C. de Putter, K. de Lange, K. de Groot, 
A.J.C. Lee, Advances in biomaterials 8, Elsevier, Amsterdam (1988), 11. 
2  Y. Ikada, Interfacial biocompatibility, in: W. Shalaby, Polymers of biological and biomedical significance, 
ACS Symposium Series 540 (1994), 35. 
3  D.L. Elbert, J.A. Hubbell, Ann. Rev. Mater. Sci. 26 (1996), 365. 
4  D. Klee, H. Höcker, Adv. Polym. Sci. 149 (1999), 1. 
5  L.G. Griffith, Acta Mater. 48 (2000), 263. 
6  B. Kasemo, J. Lausmaa, CRC Critical Reviews in Biocompatibility 2 (1986), 335. 
7  T. Oku, C. Sutton, H.E. Kambic, H. Harasaki, Y. Nose, ASAIO Trans. 34 (1988), 399. 
8  E. Wintermantel, S.W. Ha, Medizintechnik mit biokompatiblen Werkstoffen und Verfahren, Springer 
Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, 3. Aufl. (2002), 8. 
9  B.D. Ratner, J. Biomed. Mater. Res. 27 (1993), 837. 
10  K. Park, J. Biomed. Mater. Res. 25 (1991), 407. 
11  A.L. Bailly, A. Laurent, H. Lu, I. Elelami, P. Jakob, O. Mundler, J.J. Merland, A. Lautier, J. Soria, C. 
Soria, J. Biomed. Mater. Res. 30 (1996), 101. 
12  D. Leckband, S. Sheth, A. Halperin, J. Biomater. Sci.: Polym. Edn. 10 (1999), 1125. 
13  B. Kasemo, J. Gold, Adv. Dent. Res. 13 (1999), 8. 
14  M. Tirrell, E. Kokkoli, M. Biesalki, Surf. Sci. 500 (2002), 61. 
15  R. Langer, M. Moses, J. Cell Biochem. 45 (1991), 340. 
16  H. Sato, T. Tomiyama, H. Morimoto, A. Nakajima, in J.L. Brash, T.A. Horbett: Proteins at interfaces: 
Current issues and future prospects, ACS Symposium Series 343 (1987). 
17  E.J. Bekos, J.P. Ranieri, P. Aebischer, J.A. Gardella, F.V. Bright, Langmuir 11 (1995), 984. 
18  M.A. Ruegsegger, R.E. Marchant, J. Biomed. Mater. Res. 56 (2001), 159. 
19  M. Morra, C. Cassinelli, J. Biomater. Sci.: Polym. Edn. 10 (1999), 1107. 
20  E. Österberg, K. Bergström, K. Holmberg, J.A. Riggs, J.M. van Alstine, T.P. Schuman, N.L. Burns, J.M. 
Harris, Colloids Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 77 (1993). 159. 
21  R.E. Marchant, S. Yuan, G. Szakalas-Gratzl, J. Biomater. Sci.: Polym. Edn. 6 (1994), 549. 
22  P. Wang, T.G. Hill, C.H. Wartchow, M.E. Huston, L.M. Oehler, J. Amer. Chem. Soc. 114 (1992), 378. 
23  O. Wichterle, D. Lim, Nature 185 (1960), 117. 
24  B.K. Brandley, R.L. Schnaar, Anal. Biochem. 172 (1988), 270. 
25  A. Nakajima, Y. Hirano, M. Iida, Polym. J. 22 (1990), 985. 
26  E.W. Salzman, J. Am. Soc. Art. Intern. Organs 6 (1983), 60. 
27  W.R. Gombotz, W. Ganghui, T.A. Horbett, A.S. Hoffman, J. Biomed. Mater. Res. 15 (1991), 1547. 
28  P. Kingshott, H.J. Griesser, Surfaces that resist bioadhesion in: B.D. Ratner, L. Hench: Current Opinion in 
Solid State & Material Science 4 (1999), 403. 
29  J.H. Lee, H.B. Lee, J.D. Andrade, Prog. Polym. Sci. 20 (1995), 1043. 
30  J.T. Li, K.D. Caldwell, Colloids Surf. B: Biointerfaces 7 (1996), 9. 
170 Literaturverzeichnis 
 
31  K. Fujimoto, H. Inoue, Y. Ikada, J. Biomed. Mater. Res. 27 (1993), 1559. 
32  J.H. Lee, B.J. Jeong, H.L. Lee, J. Biomed. Mater. Res. 34 (1997), 105. 
33  E.W. Merrill, E.W. Salzman, ASAIO J. 6 (1983), 60. 
34  J.M. Harris, Poly(ethylene glycol) chemistry: Biotechnical and biomedical applications, Plenum Press, 
New York (1992). 
35  F. Zhang, E.T. Kang, K.G. Neoh, W. Huang, J. Biomater. Sci.: Polymer Edn. 12 (2001), 515. 
36  F. Zhang, E.T. Kang, K.G. Neoh, P.Wang, K.L. Tan, Biomaterials 22 (2001), 1541. 
37  L.A.W. Sanderson, K. Emoto, J.M. van Alstine, J.J. Weimer, J. Colloid Interface Sci. 207 (1998), 180. 
38  T.B. McPherson, H.S. Shim, K. Park, J. Biomed. Mater. Res. (Appl. Biomater.) 38 (1997), 289. 
39  M. Nisnevitch, M. Kolog-Gulco, D. Trombka, B.S. Green, M.A. Firer, J. Chromatogr. B 738 (2000), 217. 
40  P. Wang, K.L. Tan, E.T. Kang, J. Biomater. Sci.: Polymer Edn. 11 (2000), 169. 
41  K. Holmberg, K. Bergström, C. Brink, E. Österberg, F. Tiberg, J.M. Harris, J. Adhesion Sci. Technol. 7 
(1993), 503. 
42  S. Nagaoka, A. Nakao, Biomaterials 11 (1990), 119. 
43  G.R. Llanos, M.V. Sefton, J. Biomater. Sci.: Polymer Edn. 4 (1993), 381. 
44  N.A. Alcantar, E.S. Aydil, J.N. Israelachvili, J. Biomed. Mater. Res. 51 (2000), 343. 
45  S.I. Jeon, J.H. Lee, J.D. Andrade, P.G. Gennes, J. Colloid Interface Sci. 142 (1991), 149. 
46  D.L. Coleman, D.E. Gregonis, J.D. Andrade, J. Biomed. Mater. Res. 16 (1982), 381. 
47  J.D. Andrade, V. Hlady, S.I. Jeon, Adv. Chem. Ser. 248 (1996), 51. 
48  N.V. Churaev, I.P. Sergeeva, V.D. Sonolev, J. Colloid Interface Sci. 169 (1995), 300. 
49  D.H. Atha, K.C. Ingham, J. Biol. Chem. 256 (1981), 2108. 
50  J.N. Israelachvili, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997), 8399. 
51  B.D. Ratner, A perspective on titanium biocompatibility, in: D.M. Brunette, P. Tengvall, M.Textor, P. 
Thomsen, Titanium in medicine, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York (2001), 1. 
52  J.E. Ellingsen, Periodontology 2000 17 (1998), 36. 
53  N.A.F. Jaeger, D.M. Brunette, Production of microfabricated surfaces and their effects on cell behavior, 
in: D.M. Brunette, P. Tengvall, M. Textor, P. Thomsen, Titanium in medicine, Springer Verlag, Berlin, 
Heidelberg, New York (2001), 344. 
54  T. Matsuda, J.E. Davies, Biomaterials 8 (1987), 275. 
55  S.J. Xiao, G. Kenausis, M. Textor, Biochemical modification of titanium surfaces, in: D.M. Brunette, P. 
Tengvall, M. Textor, P. Thomsen, Titanium in medicine, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York 
(2001), 415. 
56  H. Oghushi, M. Okumura, T. Yoshikawa, K. Inoue, N. Senpuku, S. Tamai, E.C. Shors, J. Biomed. Mater. 
Res. 26 (1992), 885. 
57  C. Foitzek, M. Stamm, Quintessenz 48 (1997), 1365. 
58  K. Anselme, Biomaterials 21 (2000), 667. 
59  K.E. Healy, Curr. Op. Sol. State Mater. Sci. 4 (1999), 381. 
60  L.L. Hench, Ö. Andersson, Bioactive glasses, in: L.L. Hench, J. Wilson, An introduction to bioceramics, 
World Scientific Publishing Co., Singapore (1993), 41. 
61  Paul Yager, Biomedical sensors and biosensors, in: B.D. Ratner, A.S. Hoffman, F.J. Schoen, J.E. Lemons, 
Biomaterials science, Academic Press, San Diego, New York, Berkeley, Boston (1996), 375. 
62  L.L. Hench, Ceramics, glasses, and glass-ceramics, in: B.D. Ratner, A.S. Hoffman, F.J. Schoen, J.E. 
Lemons, Biomaterials science, Academic Press, San Diego, New York, Berkeley, Boston (1996), 73. 
Literaturverzeichnis 171 
 
63  Y. Hanein, Y.V. Pan, B.D. Ratner, D.D. Denton, K.F. Böhringer, Sensors and Actuators B 81 (2001), 49. 
64  S. Zhang, G. Wright, Y. Yang, Biosens. Bioelectron. 15 (2000), 273. 
65  L.E. Donald, A.H. Jeffrey, Ann. Rev. Mater. Sci. 26 (1996), 365. 
66  T. Albrektsson, CRC Critical Reviews in Biocompatibility 1 (1985), 53. 
67  M. Long, H.J. Rack, Biomaterials 19 (1998), 1621. 
68  S.G. Steinemann, Periodontology 2000 17 (1998), 7. 
69  E. Wintermantel, Vorwort in: D.M. Brunette, P. Tengvall, M.Textor, P. Thomsen, Titanium in medicine, 
Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York (2001), VII. 
70  R. Thull, Nova Acta Leopoldina 84 (2001), 15. 
71  T.A. Horbett, B.D. Ratner, J.F. Schakenraad, F.J. Schoen, Some background concepts, in: B.D. Ratner, 
A.S. Hoffman, F.J. Schoen, J.E. Lemons, Biomaterials science, Academic Press, San Diego, New York, 
Berkeley, Boston (1996), 133. 
72  R.K. Schenk, D. Buser, Periodontology 2000 17 (1998), 22. 
73  P. Thomsen, C. Larsson, L.E. Ericson, L. Sennerby, J. Lausmaa, B. Kasemo, J. Mater. Sci.: Mater. Med. 8 
(1997), 653. 
74  W.J. Zachariasen, J. Amer. Chem. Soc. 54 (1932), 3841. 
75  H. Scholze, J. Non-Crys. Solids 73 (1985), 669. 
76  H. Scholze, Glas: Natur, Struktur und Eigenschaften, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, 3. 
Aufl. (1988), 306. 
77  H.H. Weetall, Appl. Biochem. Biotechnol. 41 (1993), 157. 
78  B. Casemo, J. Laussmaa, J. Biomed. Mater. Res. 22 (1988), 145. 
79  K. Shirai, Y. Yoshida, Y. Nakayama, M. Fujitani, H. Shintani, K. Wakasa, M. Okazaki, J. Snauwaert, B. 
van Meerbeek, J. Biomed. Mater. Res. (Appl. Biomater.) 53 (2000), 204. 
80  J.J. Cras, C.A. Rowe-Taitt, D.A. Nivens, F.S. Ligler, Biosens. Bioelectr. 14 (1999), 683. 
81  K. Emoto, J.M. Harris, J.M van Alstine, Anal. Chem. 68 (1996), 3751. 
82  Produktinformation des Herstellers Marienfeld GmbH, Lauda-Königshofen. 
83  J.D. Andrade, L.M. Smith, D.E. Gregonis, The contact angle and interface energetics, in J.D. Andrade: 
Surface and interfacial aspects of biomedical polymers 1: Surface chemistry and physics, Plenum Press, 
New York (1985), 249. 
84  W.A. Zisman, Relation of the equilibrium contact angle to liquid and solid constitution, in F.M. Fowkes: 
Contact angle, wettability and adhesion, ACS Advances in Chemistry Series 43, (1964), 1. 
85  K. Siegbahn, Science 217 (1982), 111. 
86  N.H. Turner, J.A. Schreifels, Anal. Chem. 70 (1998), 229R. 
87  P. Sherwood, Auger and X-ray photoelectron spectroscopy, in A.N. Goldstein: Handbook of nanophase 
materials, Marcel Dekker Verlag, New York, Basel (1997), 337. 
88  R. Alfonsetti, G. De Simone, L. Lozzi, M. Passacantando, P. Picozzi, S. Santucci, Surf. Interface Anal. 22 
(1994), 89. 
89  H.H. Weetall, Science 166 (1969), 615. 
90  E.P. Plueddemann, Chemistry of silane coupling agents, in D.E. Leyden: Silylated surfaces, Gordon and 
Breach, New York (1980), 31. 
91  B. Arkles, Chemtech. 7 (1977), 766. 
92  P. van der Voort, E.F. Vansant, J. Liq. Chrom. & Rel. Technol. 19 (1996), 2723. 
93  J.P. Blitz, S.S. Murthy, D.E. Leyden, J. Colloid Interface Sci. 121 (1988), 63. 
172 Literaturverzeichnis 
 
94  J.P. Blitz, S.S. Murthy, D.E. Leyden, J. Colloid Interface Sci. 126 (1988), 387. 
95  P.J. Halling, P. Dunnill, Biotechnol. Bioeng. 21 (1979), 393. 
96  K.C. Vrancken, P. van der Voort, K. Possemiers, E.F. Vansant, J. Colloid Interface Sci. 174 (1995), 86. 
97  C.R. Jenney, J.M. Anderson, J. Biomed. Mater. Res. 46 (1999), 11. 
98  C.R. Jenney, K.M. DeFife, E. Colton, J.M. Anderson, J. Biomed. Mater. Res. 41 (1998), 171. 
99  M.C. Porte-Durrieu, C. Labrugere, F. Villars, F. Lefebvre, S. Dutoya, A. Guette, L. Bordenave, C. Baquey, 
J. Biomed. Mater. Res. 46 (1999), 368. 
100  A. Papra, N. Gagegaard, N.B. Larsen, Langmuir 17 (2001), 1457. 
101  S.J. Sofia, V. Premnath, E.W. Merill, Macromolecules 31 (1998), 5059. 
102  G. Elender, M. Kühner, E. Sackmann, Biosens. Bioelectr. 11 (1996), 565. 
103  H.J. Kim, J.H. Moon, J.W. Park, J. Colloid Interface Sci. 227 (2000), 247. 
104  Römpp Chemie Lexikon, Version 1.0, Thieme Verlag, Stuttgart, New York (1995). 
105  J.J. Chance, W.C. Purdy, Langmuir 13 (1997), 4487. 
106  Produktinformation des Herstellers Sigma-Aldrich, Taufkirchen. 
107  M. Malmsten, B. Lassen, K. Holmberg, V. Thomas, G. Quash, J. Colloid Interface Sci. 177 (1996), 70. 
108  P.M. Claesson, E. Blomberg, O. Paulson, M. Malmsten, Colloids Surf. A: Physicochem. Eng. Aspects 112 
(1996), 131. 
109  M. Morra, C. Cassinelli, Langmuir 15 (1999), 4658. 
110  P.A. Chiarelli, M.S. Johal, J.L. Classon, J.B. Roberts, J.M. Robinson, H.L. Wang, Adv. Mater. 13 (2001), 
1167. 
111  M. Malmsten, K. Emoto, J.M. Van Alstine, J. Colloid Interface Sci. 202 (1998), 507. 
112  S. Zalipsky, Adv. Drug Deliv. Rev. 16 (1995), 157. 
113  R.F. Borch, M.D. Berstein, H.D. Durst, J. Am. Chem. Soc. 93 (1971), 2897. 
114  P. Kingshott, H. Thissen, H.J. Griesser, Biomaterials 23 (2002), 2043. 
115  Z. Ademovic, Oberflächenmodifizierung von Polyvinylidenfluorid zur Minimierung der Proteinadsorption, 
Dissertation RWTH Aachen (2003). 
116  J.H. Lee, J. Kopecek, J.D. Andrade, J. Biomed. Mater. Res. 23 (1989), 351. 
117  S. Saneinejad, M.S. Shoichet, J. Biomed. Mater. Res. 42 (1998), 13. 
118  Y.S. Lin, H. Hlady, C.G. Gölander, Colloids Surf. B: Biointerfaces 3 (1994), 49. 
119  J. Piehler, A. Brecht. R. Valiokas, B. Liedberg, G. Gauglitz, Biosens. Bioelectr. 15 (2000), 473. 
120  Z. Yang, J.A. Galloway, H. Yu, Langmuir 15 (1999), 8405. 
121  M. Mrksich, G.M. Whitesides, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 25 (1996), 55. 
122  C.D. Bain, G.M. Whitesides, Adv. Mat. Angew. Chem. 101 (1989), 522. 
123  M. Textor, L. Ruiz, R. Hofer, A. Rossi, K. Feldman, G. Hähner, N.D. Spencer, Langmuir 16 (2000), 3257. 
124  A. Ulman, Adv. Mater. 2 (1990), 573. 
125  K.L. Prime, G.M. Whitesides, J. Amer. Chem. Soc. 115 (1993), 10714. 
126  S.W. Lee, P.E. Laibinis, Biomaterials 19 (1998), 1669. 
127  M. Zhang, T. Desai, M. Ferrari, Biomaterials 19 (1998), 953. 
128  S. Jo, K. Park, Biomaterials 21 (2000), 605. 
129  L. Thiele, Acta Polym. 30 (1979), 323. 
Literaturverzeichnis 173 
 
130  N. Völcker, D. Klee, M. Hanna, H. Höcker, J.J. Bou, A. Martinez de Ilarduya, S. Munoz-Guerra, 
Macromol. Chem. Phys. 200 (1999), 1363. 
131  M. Karas, F. Hillenkamp, Anal. Chem. 60 (1988), 2299. 
132  M. Hanna, Matrix-unterstützte Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-
TOF-MS) und dynamische Kontaktwinkelmessungen nach Wilhelmy zur Charakterisierung von Biomate-
rialien, Dissertation RWTH Aachen, Verlagsgruppe Mainz, Wissenschaftsverlag, Aachen (2000). 
133  E. Österberg, K. Bergström, K. Holmberg, T.P. Schuman, J.A. Riggs, N.L. Burns, J.M. Van Alstine, J.M. 
Harris, J. Biomed. Mater. Res. 29 (1995), 741. 
134  S.P. Massia, J. Stark, J. Biomed. Mater. Res. 56 (2001), 390. 
135  M. Böcher, T. Böldicke, M. Kieß, U. Bilitewski, J. Immunol. Methods 208 (1997), 191. 
136  S.P. Massia, J. Stark, D.S. Letbetter, Biomaterials 21 (2000), 2253. 
137  Persönliche Mitteilung von Norbert Weiß, RWTH Aachen. 
138  N. Weiß, D. Klee, H. Höcker, Biomaterialien 2 (2001), 81. 
139  K.M. McLean, G. Johnson, R.C. Chatelier, G.J. Beumer, J.G. Steele, H.J. Griesser, Colloids Surf. B: 
Biointerfaces 18 (2000), 221. 
140  J. Piehler, A. Brecht, K. Hehl, G. Gauglitz, Colloids Surf. B: Biointerfaces 13 (1999), 325.  
141  G. Bining, C.F. Quate, C. Gerber, Phys. Rev. Lett. 56 (1986), 930. 
142  G. Friedbacher, Nachr. Chem. Tech. Lab. 43 (1995), 342. 
143  Produktinformation der Fa. Digital Instruments, St. Barbara, USA. 
144  R.E. Marchant, M.D. Barb, J.R. Shainoff, S.J. Eppel, C.A. Siedlecki, Thrombosis and Haemostasis 77 
(1997), 1048. 
145  J.L. Brash in: C.P. Sharma, M. Szycher, Blood compatible materials and devices: Perspectives towards the 
21st century, Technomic Publishing Company, Lancaster (1991). 
146  J.D. Andrade, Principles of protein adsorption, in: J.D. Andrade, Surface and interfacial aspects of 
biomedical polymers 2, Protein adsorption, Plenum Press, New York, London (1985), 5. 
147  M.E. Soderquist, A.G. Walton, J. Colloid Interface Sci. 168 (1980), 152. 
148  W. Norde, Macromol. Symp. 103 (1996), 5. 
149  H. Shirahama, J. Lyklema, W. Norde, J. Colloid Interface Sci. 139 (1990), 177. 
150  M.D. Lelah, S.L. Cooper, Polyurethanes in Medicine, CRC Press, Boca Raton (1986). 
151  B. Ivarsson, I. Lundström, CRC Critical Reviews in Biocompatibility 2 (1986), 1. 
152  M. Balcells Camps, Quantitative Beschreibung von Proteinadsorptionsprozessen an Polymeroberflächen 
mittels ELISA, Dissertation RWTH Aachen, Shaker Verlag, Aachen (1999). 
153  M. Malmsten, B. Lassen, Ellipsometry studies of protein adsorption on hydrophobic surfaces , in: T.A. 
Horbett, J.L. Brash, Proteins at interfaces II, American Chemical Society, Washington DC (1995), 228. 
154  P.G. Righetti, T. Caravaggio, J. Chromat. 127 (1976), 1. 
155  T.E. Petersen, K. Skostengaard, K. Vibe-Pedersen, Primary structure of Fibronectin, in: D.F. Mosher, 
Fibronectin, Academic Press, San Diego, New York, Berkeley, Boston (1989). 
156  J.R. Potts, I.D. Campbell, Current Opinion in Cell Biology 6 (1994), 648. 
157  T. Arnebrant, T. Nylander, J. Colloid Interface Sci. 122 (1988), 557. 
158  M. Malmsten, J. Colloid Interface Sci. 207 (1998), 186. 
159  N.L. Burns, K. Holmberg, C. Brink, J. Colloid Interface Sci. 178 (1996), 116. 
160  P. Kingshott, H. St. John, H.J. Griesser, Anal. Biochem. 273 (1999), 156. 
174 Literaturverzeichnis 
 
161  J. Buijs, C. Costa Vera, E. Ayala, E. Steensma, P. Hakansson, S. Oscarsson, Anal. Chem. 71 (1999), 3219. 
162  D.C. Muddiman, A.I. Gusev, D.M. Hercules, Mass Spectrometry Reviews 14 (1995), 383. 
163  R.D. Oleschuk, M.E. McComb, A. Chow, W. Ens, K.G. Standing, H. Perreault, Y. Marois, M. King, 
Biomaterials 21 (2000), 1701. 
164  F. Grinnell, T.V. Phan, J. Cell Physiol. 116 (1983), 289. 
165  H. Carr, R. Vohra, M. Welch, O.B. Rooney, H. Sharma, M.G. Walker, Artif. Organs 16 (1992), 342. 
166  H. Baumgarten, J.H. Peters, Monoklonale Antikörper, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, 2. 
Aufl. (1990). 
167  J.H. Elam, H. Nygren, Biomaterials 13 (1992), 3. 
168  G. Nimeri, B. Lassen, C.G. Gölander, U. Nilson, H. Elwing, J. Biomater. Sci. Polymer Edn. 6 (1994), 573. 
169  R. Keller, Immunologie, Immunpathologie, Thieme Verlag, Stuttgart, New York, 3. Aufl. (1987). 
170  W. Norde, Adv. Colloid Interface Sci. 25 (1986), 341. 
171  L. Feng, J.D. Andrade, Structure and adsorption properties of fibrinogen, in: T.A. Horbett, J.L. Brash, 
Proteins at interfaces II, American Chemical Society, Washington DC (1995), 66. 
172  F.C. Greenwood, W.M. Hunter, J.S. Glover, Biochem. J. 89 (1963), 114. 
173  A.S. McFarlane, J. Clin. Invest. 42 (1963), 346. 
174  B.R. Young, W.G. Pitt, S.L. Cooper, J. Colloid Interface Sci. 124 (1988), 28. 
175  B.R. Young, W.G. Pitt, S.L. Cooper, J. Colloid Interface Sci. 125 (1988), 246. 
176  L. Feng, J.D. Andrade, Biomaterials 15 (1994), 323. 
177  S. Thelen-Jaumotte, I. Dozot-Dupont, J. Marchand-Brynaert, Y.-J. Schneider, J. Mater. Sci.: Mater. Med. 7 
(1996), 279. 
178  J.B. Lhoest, E. Detrait, P. van den Bosch de Aguilar, P. Bertrand, J. Biomed. Mat. Res. 41 (1998), 95. 
179  U. Hayat, A.M. Tinsley, M.R. Calder, D.J. Clarke, Biomaterials 13 (1992), 801. 
180  D.J.S. Burmeister, J.D. Vrany, W.M. Reichert, G.A. Truskey, J. Biomed. Mat. Res. 30 (1996), 13. 
181  D.K. Pettit, H.A. Horbett, A.S. Hoffmann, J. Biomed. Mater. Res. 26 (1992), 1259. 
182  W.M. Hunter, F.C. Greenwood, Nature 194 (1962), 495. 
183  A. Baszkin, D.J. Lyman, J. Biomed. Mater. Res. 14 (1980), 393. 
184  H. Nygren, M. Stenberg, J. Biomed. Mater. Res. 22 (1988), 1. 
185  H. Elwing, A. Askendahl, I. Lundström, J. Biomed. Mater. Res. 21 (1987), 1023. 
186  W.R. Gombotz, W. Guanghui, T.A. Horbett, A.S. Hoffman, J. Biomed. Mater. Res. 25 (1991), 1547. 
187  J. Wirsching, Kovalente Immobilisierung des Zelladhäsionsmediators Fibronektin an 
oberflächenfunktionalisiertes PVC-Copolymer für den Einsatz als medizinischen Implantatwerkstoff, 
Dissertation RWTH Aachen, Shaker Verlag, Aachen (1997). 
188  Y. Pocher, S.B. Biswas, Biochemistry 20 (1981), 4354. 
189  B.E. Rabinow, Y.S. Ding, C. Qin, M.L. McHalsky, J.H. Schneider, K.A. Ashline, T.L. Shelbourn, R.M. 
Albrecht, J. Biomater. Sci. Polym. Edn. 6 (1994), 91. 
190  M.V. Sefton, G.M. Antonacci, Diabetes 33 (1984), 674. 
191  S.L Goodman, S.L. Cooper, R.M. Albrecht, J. Biomed. Mater. Res. 27 (1993), 683. 
192  R.D. Allen, L.R. Zacharski, S.T. Widirstky, R. Rosenstein, L.M. Zaitlin, R. Burgess, J. Cell Biol. 83 
(1979), 126. 
193  S.J. Northup, In vitro assessment of tissue compatibility, in: B.D. Ratner, A.S. Hoffman, F.J. Schoen, J.E. 
Lemons, Biomaterials science, Academic Press, San Diego, New York, Berkeley, Boston (1996), 217. 
Literaturverzeichnis 175 
 
194  E. Riedel, Anorganische Chemie, de Gruyter, Berlin, New York, 2. Aufl. (1990), 686. 
195  H.L. Freese, M.G. Volas, J.R. Wood, Metallurgy and technological properties of titanium and titanium 
alloys, in: D.M. Brunette, P. Tengvall, M. Textor, P. Thomsen, Titanium in medicine, Springer Verlag, 
Berlin, Heidelberg, New York (2001), 25. 
196  Produktinformation des Herstellers Goodfellow, Bad Nauheim. 
197  M. Textor, C. Sittig, V. Frauchinger, S. Tosatti, D.M. Brunette, Properties and biological significance of 
natural oxide films on titanium and its alloys, in: D.M. Brunette, P. Tengvall, M. Textor, P. Thomsen, 
Titanium in medicine, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York (2001), 176. 
198  R. Schenk, The corrosion properties of titanium and titanium alloys, in: D.M. Brunette, P. Tengvall, M. 
Textor, P. Thomsen, Titanium in medicine, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York (2001), 152. 
199  T. Rentschler, Eur. Coat. J. 10 (1997), 939. 
200  C.E. Sittig, Charakterisierung der Oxidschichten auf Titan und Titanlegierungen sowie deren Reaktionen 
in Kontakt mit biologisch relevanten Modelllösungen, Dissertation Nr. 12657 ETH Zürich (1998). 
201  B.W. Callen, B.F. Lowenberg, S. Lugowsky, N.S. Sodhi, J.E. Davies, J. Biomed. Mater. Res. 29 (1995), 
279. 
202  J. Laussma, J. Electron Spectrosc. Relat. Phenom. 81 (1996), 343. 
203  J. Pan, D. Thierry, C. Leygraf, Electrochim. Acta 41 (1996), 1143. 
204  K. Anselme, P. Linez, M. Bigerelle, D. Le Maguer, A. Le Maguer, P. Hardouin, H.F. Hildebrand, A. Iost, 
J.M. Leroy, Biomaterials 21 (2000), 1567. 
205  C. Sittig, M. Textor, N.D. Spencer, M. Wieland, P.H. Vallotton, J. Mater. Sci.: Mater. Med. 10 (1999), 35. 
206  J.F. Waters, J.K. Sutter, M.A.B. Meador, L.J. Baldwin, M.A. Meador, J. Polym. Sci. Part A 26 (1991), 
1917. 
207  J. Lahann, Verfahren zur Ausrüstung von Metallimplantaten mit bioaktiven Oberflächen, Dissertation 
RWTH-Aachen, Shaker Verlag, Aachen (1998). 
208  G.A. Olah, R. Malholtra, S.C. Narang, J. Org. Chem. 43 (1978), 4628. 
209  D.J. Cram, R.H. Bauer, N. Allinger, J. Am. Chem. Soc. 81 (1959), 5977. 
210  G.A. Olah, J. Am. Chem. Soc. 96 (1974), 2892. 
211  C.L. Coon, W.G. Blucher, M.E. Hill, J. Org. Chem. 38 (1973), 4243. 
212  J. Lahann, H. Höcker, R. Langer, Angew. Chem. 113 (2001), 746. 
213  L. Ernst, Liebigs Ann. (1985), 13. 
214  H.J. Reich, D.J. Cram, J. Am. Chem. Soc. 91 (1969), 3534. 
215  M. Hudlicky, Reductions in organic chemistry, ACS Monograph 188, (1996), 91. 
216  F.A.Neugebauer, H. Fischer, J. Chem. Soc. Perkin Trans. II 6 (1981), 896. 
217  H. Allgeier, M.G. Siegel, R.C. Helgeson, E. Schmidt, D.J. Cram, J. Am. Chem. Soc. 97 (1975), 3782. 
218  M.J. Hampden-Smith, T.T. Kodas, Chem. Vap. Deposition 1 (1995), 3. 
219  C.K. Narula, P. Czubarow, D. Seyferth, Chem. Vap. Deposition 1 (1995), 49. 
220  H. Mark, N. Bikales, C. Overberger, G. Menges, Enz. Polym. Sci. Eng. 17 (1985), 1015. 
221  G. Surendran, M. Gaziki, H. Yasuda, J. Polym. Sci. Part A 24 (1986), 2089. 
222  Produktwerbung der Fa. Novatran, heute Paratronix, Attleboro, MA, USA. 
223  H. Höcker, J. Lahann, D. Klee, G. Lorenz, Verfahren zur Erzeugung antithrombogener Oberflächen auf 
extrakorporal und/oder intrakorporal zu verwendenden medizinischen Gegenständen, DE 19604173 A1 
(1996). 
224  W.F. Gorham, J. Polym. Sci. Part A-1 4 (1966), 3027. 
176 Literaturverzeichnis 
 
225  P. Kramer, H. Yasuda, J. Polym. Sci. Part A 22 (1984), 475. 
226  V. Bockelheide, Top. Curr. Chem. 113 (1983), 87. 
227  M. Swarc, J. Polym. Sci. 22 (1984), 475. 
228  A. Greiner, Tr. Polym. Sci. 5 (1997), 12. 
229  K. Knutson, D.J. Lyman, Surface infrared spectroscopy, in J.D. Andrade: Surface and interfacial aspects 
of biomedical polymers 1: Surface chemistry and physics, Plenum Press, New York (1985), 197. 
230  C.D. Batich, Appl. Surf. Sci. 32 (1988), 57. 
231  J.G.A. Terlingen, L.M. Brenneisen, M.T.J. Super, A.P. Pijpers, A.S. Hoffman, J. Feijen, J. Polym. Sci.: 
Polym. Edn. 4 (1993), 165. 
232  D.S. Everhart, C.N Reilley, Anal. Chem. 53 (1981), 665. 
233  F. Fally, C. Doneux, J. Riga, J.J. Verbist, J. Appl. Polym. Sci. 56 (1995), 597. 
234  H.H. Weetall, Biochim. Biophys. Acta 212 (1970), 1. 
235  C.N. Sukenik, N. Balachander, L.A. Culp, K. Lewandowska, K. Merrit, J. Biomed. Mater. Res. 24 (1990), 
1307. 
236  P. Filippini, G. Rainaldi, A. Ferrante, B. Mecheri, G. Gabrielli, M. Bombace, P.L. Indovina, M.T. Santini, 
J. Biomed. Mater. Res. 55 (2001), 338. 
237  D.A. Puleo, J. Biomed. Mater. Res. 29 (1995), 951. 
238  S.M. Wojcik, D.A. Puleo, Biomed. Sci. Instrum. 33 (1997), 166. 
239  K. Endo, Dent. Mater. J. 14 (1995), 185. 
240  S.J. Xiao, G. Kenausis, M. Textor, Biochemical modification of titanium surfaces, in: D.M. Brunette, P. 
Tengvall, M. Textor, P. Thomsen, Titanium in medicine, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York 
(2001), 417. 
241  D.J.S. Burmeister, J.D. Vrany, W.M. Reichert, G.A. Truskey, J. Biomed. Mater. Res. 30 (1996), 13. 
242  D.L. Hern, J.A. Hubbel, J. Biomed. Mater. Res. 39 (1998), 266. 
243  K.M. Yamada, J. Biol. Chem. 266 (1991), 12809. 
244  H.P. Erickson, Structure seen by electron microscopy, in J.M. McDonagh, Plasma Fibronectin, Marcel 
Dekker Verlag, New York, Basel, 1. Aufl. (1985), 31. 
245  H. Erickson, N. Carrell, J.M. McDonagh, J. Cell Biol. 91 (1981), 673. 
246  S. Gronthos, K. Stewart, S.E. Graves, S. Hay, P.J. Simmons, J. Bone. Miner. Res. 12 (1997), 1189. 
247  M.D. Pierschbacher, E.G. Hayman, E. Ruoslahti, Cell 29 (1981), 259. 
248  C.D. Dickinson, B. Veerapandian, X.P. Dai, R.C. Hamlin, N.H. Xuong, E. Ruoslahti, K.R. Ely, J. Mol. 
Biol. 236 (1994), 1079. 
249  Proteindatenbank des Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (www.rcsb.org.pdb). 
250  M.D. Pierschbacher, E.G. Hayman, E. Ruoslahti, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80 (1983), 1224. 
251  D.J. Leahy, W.A. Hendrickson, I. Aukhil, H.P. Erickson, Science 258 (1992), 987. 
252  W.J. Grzesik, P.G. Robey, J. Bone Miner. Res. 9 (1994), 487. 
253  R. G. Lebaron, K.A. Athanasiou, Tiss. Eng. 6 (2000), 85. 
254  A. Rezania, C.H. Thomas, A.B. Branger, C.M. Waters, K.E. Healy, J. Biomed. Mater. Res. 37 (1997), 9. 
255  A. Rezania, K.E. Healy, Biotechnol. Prog. 15 (1999), 19. 
256  D.M. Ferris, G.D. Moodie, P.M. Dimond, C.W.D. Gioranni, M.G. Ehrlich, R.F. Valentini, Biomaterials 20 
(1999), 2323. 
257  E. Eid, E. Chen, L. Griffith, J. Glowacki, J. Biomed. Mater. Res. 57 (2001), 224. 
Literaturverzeichnis 177 
 
258  E. De Giglio, L. Sabbatini, S. Colucci, G. Zambonin, J. Biomater. Sci.: Polym. Edn. 11 (2000), 1073. 
259  S.J. Xiao, M. Textor, N.D. Spencer, M. Wieland, B. Keller, H. Sigrist, J. Mater. Sci.: Mater. Med. 8 
(1997), 867. 
260  A. Rezania, R. Johnson, A.R. Lefkow, K.E. Healy, Langmuir 15 (1999), 6931. 
261  E. Ruoslathi, J. Reed, Nature 397 (1999), 479. 
262  Produktinformation des Herstellers Bachem, Heidelberg. 
263  E. Weimann, W. Kiess, Wachstumsfaktoren: Grundlagen und klinische Anwendung, Schattauer Verlag, 
Stuttgart, New York, 2. Aufl. (1995), 1. 
264  E. Weimann, W. Kiess, Wachstumsfaktoren: Grundlagen und klinische Anwendung, Schattauer Verlag, 
Stuttgart, New York, 2. Aufl. (1995), 36. 
265  T. Kirsch, J. Nickel, W. Sebald, EMBO J. 19 (2000), 3314. 
266  C. Scheufler, W. Sebald, M. Hülsmeyer, J. Mol. Biol. 287 (1999), 103. 
267  T. Kirsch, J. Nickel, W. Sebald, FEBS Letters 468 (2000), 215. 
268  R. Ruppert, F. Hoffmann, W. Sebald, Eur. J. Biochem. 237 (1996), 295. 
269  N.R. Kübler, J.F. Reuther, G. Faller, T. Kirchner, R. Ruppert, W. Sebald, Int. J. Oral Maxillofac. Surg. 27 
(1998), 305. 
270  G. Hotz, G. Herr, Int. J. Oral Maxillofac. Surg. 23 (1994), 413. 
271  H.P. Jennissen, T. Zumbrink, M. Chatzinikolaidou, J. Steppuhn, Mat.-wiss. u. Werkstofftech. 30 (1999), 
838. 
272  H. Kobayashi, Y. Ikada, Biomaterials 12 (1991), 747. 
273  Y. Ito, Biomaterials 20 (1999), 2333. 
274  R.S. Kane, S. Takayama, E. Ostuni, D.E. Ingber, G.M. Whitesides, Biomaterials 20 (1999), 2363. 
275  I. Degasne, M.F. Basle, V. Demais, G. Hure, M. Lesourd, B. Grolleau, L. Mercier, D. Chappard, Calcif. 
Tissue Int. 64 (1999), 499. 
276  D.D. Deligianni, N. Katsala, S. Ladas, D. Sotiropoulou, J. Amedee, Y.F. Missirlis, Biomaterials 22 (2001), 
1241. 
277  K. Anselme, M. Bigerelle, B. Noel, E. Dufresne, D. Judas, A. Iost, P. Hardouin, J. Biomed. Mater. Res. 49 
(2000), 155. 
278  B.D. Boyan, V.L. Sylvia, Y. Liu, R. Sagun, D.L. Cochran, C.H. Lohmann, D.D. Dean, Z. Schwartz, 
Biomaterials 20 (1999), 2305. 
279  B.D. Boyan, C.H. Lohmann, M. Sisk, Y. Liu, V.L. Sylvia, D.L. Cochran, D.D. Dean, Z. Schwartz, J. 
Biomed. Mater. Res. 55 (2001), 350. 
280  J. Vörös, M. Wieland, L. Ruiz-Taylor, M. Textor, D.M. Brunette, Characterization of titanium surfaces, in 
D.M. Brunette, P. Tengvall, M. Textor, P. Thomsen: Titanium in medicine, Springer Verlag, Berlin, 
Heidelberg, New York (2001), 133. 
281  D.E. MacDonald, N. Deo, B. Markovic, M. Stranick, P. Somasundaran, Biomaterials 23 (2002), 1269. 
282  R.C. Hughes, S.D.J. Pena, J. Clark, Dourmashkin, Exp. Cell Res. 121 (1979), 307. 
283  D.E. MacDonald, B. Markovic, M. Allen, P. Somasundaran, A.L. Boskey, J. Biomed. Mater. Res. 41 
(1998), 120. 
284  S.P. Massia, J.A. Hubbel, J. Cell Biol. 114 (1991), 1089. 
285  K.M. McLean, S.L. McArtur, R.C. Chatelier, P. Kingshott, H.J. Griesser, Colloid Surf B: Biointerfaces 17 
(2000), 23. 
286  N. Weiß, Verfahren zur Funktionalisierung und bioaktiven Ausrüstung von Implantatoberflächen für eine 
verbesserte Gewebeintegration, Dissertation RWTH Aachen, in Vorbereitung. 
178 Literaturverzeichnis 
 
287  R.W. Paynter, B.D. Ratner, The study of interfacial proteins and biomolecules by X-ray photoelectron 
spectroscopy, in J.D. Andrade: Surface and interfacial aspects of biomedical polymers 1: Surface 
chemistry and physics, Plenum Press, New York (1985), 189. 
288  A.K. Walker, C.M. Land, G.R. Kinsel, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 11 (2000), 62. 
289  L. Netuschil, Z. Zahnärztl. Implantol. 4 (1988), 246. 
290  B. Rotman, B.W. Papermaster, Proc. Nat. Acad. Sci. 55 (1966), 134. 
291  J.B. Lepecq, C. Paoletti, Anal. Biochem. 17 (1966), 100. 
292  C. Niedhart, U. Müller, J. Böing, D. Klee, H. Höcker, F.U. Niethard, 16. Aachen Colloqium on 
Biomaterials, Aachen, 20. - 21. Febr. 2003. 
293  D. Muir, S. Varon, M. Manthrope, Anal. Biochem. 185 (1990), 377. 
294  D. Klee, Z. Ademovic, A. Bosserhoff, H. Höcker, G. Maziolis, H.J. Erli, Biomaterials 24 (2003), 3663. 
 
 
  
Lebenslauf 
 
 
Name   Jürgen Böing 
Geburtsdatum  12.01.1969 
Geburtsort  Dingden, jetzt Hamminkeln 
Staatsangehörigkeit deutsch 
 
Schulbildung 
1975 - 1979  Grundschule in Wertherbruch 
1979 - 1988  St.-Josef Gymnasium in Bocholt 
06/1988  Abschluss mit Allgemeiner Hochschulreife 
 
Wehrdienst 
07/1988 - 09/1989 Grundwehrdienst beim Wachbataillon des Bundesministeriums für 
Verteidigung in Siegburg 
 
Hochschulstudium 
10/1989 - 09/1997 Chemiestudium an der RWTH in Aachen 
09/1992  Vordiplom 
04/1997 - 09/1997 Diplomarbeit am Lehrstuhl für Textilchemie und Makromolekulare 
Chemie an der RWTH in Aachen, Prof. Dr. rer. nat. Hartwig Höcker, 
Thema: „Abscheidung hydroxylgruppenreicher Polymerschichten durch 
Plasmapolymerisation von sauerstoffhaltigen Monomeren auf 
Metalloberflächen“ 
09/1997  Abschluss zum Diplom-Chemiker 
 
Promotion 
10/1997 - 09/2003 Promotion am Lehrstuhl für Textilchemie und Makromolekulare 
Chemie an der RWTH in Aachen, Prof. Dr. rer. nat. Hartwig Höcker, 
Thema: „Modifizierung von Glas- und Titanoberflächen zur Verbesserung 
der Biokompatibilität“ 
 
01.09.2003 Tag der mündlichen Prüfung 
 
 
